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Uber Derivate des «-Methyl-c’-acetylbernsteinsiureesters, 
megleich ein Beitrag zur Aufklirung der Konstitution des 
Hamatoporphyrins. 

11. Mitteilung iiber Porphyrine. 

Von 


William Kiister, Hermann Maurer und Albert Palm. 





(Aus dem Taboratorium fiir organische und pharmazeutische Chemie der Technischen 
Hochschule Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. April 1926.) 


Bei der Oxydation des Himatoporphyrindimethylithers 
erhielten W. Kiister') und H. Bauer neben 2 Molekiilen 
Himatinsiure 1 Molekiil eines methoxylierten Imids, C,H,,O,N. 
Damit war es zum erstenmal gelungen, auf oxydativem Wege 
drei der vorhandenen Pyrrolkerne zu fassen. Der vierte Pyrrol- 
kern hatte der Oxydation nicht standgehalten und war zerstirt 
worden. Es fragte sich nun, worin der Grund dieser Zer- 
stérung lag, denn dieser T'atsache muBte bei der Formulierung 
des Himatoporphyrindimethylithers bzw. des Himins selbst 
Rechnung getragen werden. 

Kine Antwort auf diese Frage war schon in der von 
R. Willstiitter?) entwickelten Vorstellung enthalten, wonach, 
allerdings im Zusammenhang mit der weiteren Vorstellung, dab 
bei der Porphyrinbildung die Anlagerung des Bromwasserstofts 
und die Loslisung des Kisens aus dem Molekiil des Hiimins 
miteinander unzertrennlich verbunden sind, das folgende Bild 
ir den Hiimatoporphyrindimethylither entwickelt wurde: 


') W. Kiister u. H. Bauer, Diese Zs. Bd. 94, S. 176 (1915). 
*) R. Willstitter, Dieses Zs. Bd. 84, S. 485 (1913). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLVI. 1 
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—o/ 
\co-—_c_cH—cH—ocH, 


Nach dieser Formulierung muBte der Pyrrolkomplex it 
ungesittigter Seitenkette bei der Oxydation zerstirt werden 
und das entstandene methoxylierte Imid, C,H,,O,N, konnte 
nur ein Methyl-2-methoxyithylmaleinimid sein: 

CH,—C——CO, 
9 7 Fa ‘ 
H,CO—H,C—H,C—C—— co 

Kine andere Erklarung fuBt auf den Befunden von 
W. Kiister') mit W. Heess. Diese hatten gefunden, dab der 
aus Himin durch Anlagerung von Brom nach A. Greiner lier- 
gestellte Dibrom(brom)hiimindimethylester mit Eisessigbrom- 
wasserstofflésung Dibromhimatoporphyrindimethylither liefert, 
der bei der Oxydation neben 2 Molekiilen Himatinsiiure 
2 Molekiile eines brom- und methoxylhaltigen Imids, 
C,H,,O,NBr, gab, womit es auch gelungen war, alle vier 
Pyrrolkerne der prosthetischen Gruppe auf oxydativem Wege 
zu fassen. 

Die Addition des Br, muBte an zwei f-stindigen Seiten- 
ketten erfolgt sein, die im Hiimin miteinander in Verbindung 
stehen miissen. Diese ungesittigten Seitenketten diirfen nicht 
mehr in Form zweier Vinyle (C,H,) formuliert werden, sondern 
sie miissen ein System (C,H,) vorstellen, das gegeniiber wel 
Vinylen um 2 Wasserstoffatome irmer ist. Fiir dieses 
System C,H, wurde folgende Anordnung angenommen: 


i ipa 
—C——CH 


Im Gegensatz zu R. Willstaitter, der die ungesiittigte: 
Seitenketten in das Innere der Pyrrolkerne verlegt, miisse! 





') W. Kiister u. W. Heess, Chem. Ber. Bd. 58, S. 1022 (1925) 
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' also diese Seitenketten benachbart sein und fiir das Hiimin 
| folgt aus dieser Vorstellung das neue Bild von W. Kister: 





H 
C 
HOOC—H,C—H,C_C——-C—~__._-+C____c_-CH, 
zx. YS NK S| 
H,c—o——c{ \ / \c——c—c——cH, 
pew HC4 
HOOC—H,C—H,C—C CC Be. Sc——c—Cc Cl 
» Nw CLAYS 
i ae we 
H,C—C— ch ac C—CH, 
C 
H 


Fiir die Entstehung des Himatoporphyrindimethylithers aus 


| dem Hiimin ergeben sich dadurch zwei 


—— i CH, 
~~ + Be ” 
—CH CH 
—CBr ‘CH, 
> +2CH,OH —> 
— CH——_CH,, 
Br 
—C CH, 
Il. > + HBr > 
—CH CH 
Br 


| 
—CH———CH, 
> + 201,01 
—CH——CHBr 


> 


neue Formulierungen: 


—CBr CH, 
+ [Br 

—CH——CH, 

OCH, 

| 
—C CH, 
aos HI CH, 

| 

OCH, 
—CH CH, 

4+- {Br 

= CHBr 

OCH, 

| 
—CH CH., 
A CH—OCH, 


und damit die neuen Bilder von W. Kiister fiir den Hiimato- 


porphyrindimethylither: 





do—e-cn, /C— C—-CH, 

N \ N \ 
\C C—C=CH, ‘C—_—__C— CH —OH. 

| { 
/ OCH, / OCII, 
T% OCH, aN, 

7.0.0, ‘C C—HC=CH—OCH, 
C0... \o- C—CH, 


dild I. 


dild TI. 
1° 
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Auch hier miissen die Pyrrolkomplexe mit ungesiittigte; 
Seitenkette bei der Oxydation zerstért werden, aber in beidey 
Fallen muB, im Gegensatz zu Willstitter, ein Methy!-1. 
methoxyiithylmaleinimid entstehen: 

nO — 
| o 4 ys 
iil waa CO 


OCH, 

Dab ein Unterschied in den Seitenketten der beiden mcih- 
oxylierten Pyrrolkerne tatsichlich vorhanden ist, konnte von 
W. Kiister') mit P. Deihle bei der Verseifung des Dimetliy!- 
iithers gezeigt werden. Durch Chlorwasserstoff wird nur das 
eine der beiden Methoxyle verseift und A. Miller’) hatte fest- 
gestellt, daB der so erhaltene Himatoporphyrinmonometliy|- 
iither bei der Oxydation dasselbe Imid, C,H,,0,N, wie der |)i- 
methylither liefert. Der Beweis fir die Formulierung I wiire 
dann erbracht, wenn es gelingen wiirde, die ungesiittigte Seiten- 
kette zur gesiittigten zu reduzieren und dann bei der folgen- 
den Oxydation 2 Molekiile desselben Imids mit Methoxy! 
in Stellung ,1“ zu erhalten. Ein Versuch dazu wurde jetzt 
gemacht. Da es Miller*) bei der Reduktion in alkalischer 
Lésung nur gelungen war, die Leukoverbindung, das Porphyri- 
nogen, zu erhalten, nicht aber die Seitenketten zu reduzicre), 
wurde versucht, in essigsaurer und bromwasserstoffsaurer 1.0- 
sung die Reduktion durch Zink zu erreichen. Eine Kontrolle 
fiir den Eintritt der Reduktion konnte einerseits das Spektrum, 
andererseits die Oxydation bilden. 

In der Tat veriinderte sich das Spektrum, es stellte sicli 
aber heraus, daB dies durch das Entstehen komplexer Zink- 
salze bedingt war und die Oxydation lieferte nur 1 Molekiil 
Imid. Ks ist nun nicht erwiesen, ob die Reduktion eingetreten 
war, denn nach Formulierung II kénnte bei der Oxydation 
nach erfolgter Reduktion entweder ein Gemisch zweier nie 


') W. Kiister u. P. Deihle, Diese Zs, Bd. 86, S. 51 (1913). 
*) W. Kiister u. A. Miller, Diese Zs. Bd. 155, 8. 113 (1926). 
5) a. a. O. 
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entstehen, oder aber der Pyrrolkomplex mit Methoxyl im 
Stellung ,,2“ zerstért werden und so nur 1 Molekiil eines 
[mids ,,1“ erhalten werden. Nach den Erfahrungen bei der 
,7-Dimethyl-y-chloritaconsiiure ist aber anzunehmen?), daB bei 
der Bildung des Haimatoporphyrindimethylithers das Brom am 
tertiiren Kohlenstoffatom nicht durch Methoxyl ersetzt werden 
kann. So ist Bild I mit hoher Wahrscheinlichkeit aus- 
gzuschlieBen und Bild II zu bevorzugen. 

Bei der Oxydation des reinen Haimatoporphyrindimethy]l- 
‘ithers konnten die bisherigen Beobachtungen bestitigt werden, 
allerdings ist es diesmal nicht gelungen, das methoxylierte Imid, 
(.H,,O,N, krystallisiert zu erhalten. Die Verseifung dieses 
Imids wurde nach W. Kiister?) und H. Maurer ausgefiihrt. 
Bei Verwendung konzentrierten Barytwassers wurde ein Ol er- 
halten, das rasch zum gr6Bten Teil in Blattchen krystallisierte. 
Bei der Wasserdampfdestillation dieses Produktes gingen, was 
bisher noch nicht beobachtet worden war, mit den Wasser- 
diimpfen 6lige Bestandteile itiber, die sich im Destillat auf- 
listen und diesem saure Reaktion verliehen, wiihrend aus dem 
Riickstand der Wasserdampfdestillation durch Atherextraktion 
das von Maurer bereits beschriebene Produkt, C,H,O,, mit 
Schmelzp. 175° erhalten wurde. Der aus dem Destillat mit 
\ther extrahierte Stoff war ein Ol, das den charakteristischen 
Geruch nach bisubstituierten Maleinsiiuren aufwies und in 
dem sich nach einiger Zeit in kleiner Menge Krystalle 
zeigten. Ihr Schmelzpunkt lag bei 152° Der dlige Anteil 
war noch ein Maleinsiurederivat, leider konnte nicht fest- 
gestellt werden, ob ausschlieBlich eine Methylmethoxyiithyl- 
maleimsiure vorliest. 

Durch die vorliegende Untersuchung wurde nun einwand- 
‘rei nachgewiesen, daB in dem eben erwihnten Produkt, 
C.H.O,, Schmelzp. 175°%) kein Anhydrid einer Methyl-,,2«- 


') Vgl. S.9 u. 28/80. 

*) W. Kiister u. H. Maurer, Zs. physikal. Chem. Bd. 133, 8. 133 
(1924), 

*) Dieses Produkt verhilt sich wie cin Anhydrid, li8t sich zwei- 
basisch titrieren und liefert ein Anlagerungsprodukt mit 2 Mol Ammoniak, 
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oxyithylmaleinséure vorliegen kann. Es kann sich nur wy 
ein durch Umwandlung der Methyl-,,1“-oxyithylmaleinsiiy, 
entstandenes Produkt handeln, das als Itakonsiiure- oder }). 
marsiiurederivat angesprochen werden muB. 

Ks seien nun die Méglichkeiten der Isomerie angetiili, 
die sich durch eine solche Umwandlung der Methyloxyiitly). 
maleinsiure ergeben. Da die Stellung in ,,2“ gerade wege § 
der beobachteten Umlagerungsméglichkeit weniger wahrsclicin. 
lich oder sogar ausgeschlossen ist, mégen die sich hier er. 
gebenden Stoffe kurz vorweggenommen werden, um dann av. 
fiihrlicher die Isomeren der Stellung ,,1“ zu behandeln. 

Das aus einem Imid, C,H,,O,N, mit Methoxyl in Stel 
lung ,,2* durch Verseifung resultierende Methyl-,,2“-oxyiithy|. 
maleinsiureanhydrid: 

C000, 


™ | ‘O 
HO—H,C—H,c—_C_——co/ 


laBt innerhalb der Bruttolormel C,H,O, folgende Umwaud. 
lungsmoglichkeiten zu: 


OC——_-——-C—CH, 
1. of | 
H,C—H,C--C—COOH 
Lacton der Methyl-,,2“-oxyiathylfumarsaure. 
H 
OC ,&—CH; 
2. 0( | 
OC——_C 
| 
H—C—CH,—OH 
y Oo 
cis- oder maleinoide Form Nr. 1 des «-Methyl-d-oxymethylitaconsaur 
anhydrids. 
H 


OC——C—CH, 
of 


oc—t 


| 
HO—H,C—C—H 
cis- oder maleinoide Form Nr. 2 des a-Methyl-d-oxymethylitaconsaure 
anhydrids. 
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H 
OC — 
id 


\n,C—H¢ C—COOH 
Lacton der trans- oder fumaroiden Form der a-Methyl-d-oxymethy|- 
itaconsiure. 


W. Kiister!) und F. Grassner waren bei dem Versuch 
yur Synthese des Methyl-,,2“-oxyathylmaleinséureanhydrids, 
ausgehend vom Acetylcyclopropancarbonsiureester zu einem 
Produkt gekommen, das als Lacton einer Methyl-,,2“-oxyathyl- 
lumarsiure angesprochen wurde: 


CO —C—CH, 
of | ) 
\H,€ —H,C--—-C—COOH 

Dieses Produkt ist das eben erwihnte Isomere Nr. 1, 
zeigt einen Schmelzp. 202°, laBt sich zweibasisch titrieren und 
sibt ein Ammoniakanlagerungsprodukt mit 2 Mol. Ammoniak. 

Bei den beiden isomeren Itaconsiuren Nr. 2 und Nr. 3 
ist mit Sicherheit anzunehmen, daf sie, wie die entsprechenden 
lsomeren in Stellung ,,1“ einen auferordentlich labilen An- 
hydridring besitzen, waihrend der Lactonring der Itaconsdure 
Nr. 4 etwas stabiler sein diirfte. 

Mit weit héherer Wahrscheinlichkeit liegt aber, wie er- 
wihnt, in dem aus dem Himatoporphyrindimethylither er- 
haltenen Imid, C,H,,O,N, ein Imid mit Methoxyl in Stellung ,,1“ 
vor, da es seinem Verhalten nach nicht der Ather eines 
primaren Alkohols sein kann. 

Ein solches Imid li8t nun fiir das durch Verseifung zu- 
uichst entstehende Methyl-,,1“-oxyaithylmaleinséureanhydrid: 

iC—t——co 


OH / 
H,C—CH——-U———CO 
1 


folgende Umwandlungsméglichkeiten innerhalb C,H,O, offen: 
joo —C-CH, 





.. O ° 
)He—C—coon 

H,C 
Lacton der Methyl-,,1“-oxyithylfumarsiure. 





1) W. Kiister u. F. Grassner, Diese Zs. Bd. 145, S. 53 (1925). 
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IH 
OC C—CH, 
2 of ) 
a C—COOH 
HC | 
Lacton der trans- oder fumaroiden Form der «,7-Dimethyl-y-oxyitacoy 
saure, 
HI 
OC———C—CH. 
3. of | 
\oc-—6 


Ii,C—C—OH 
cis: oder maleinoide Form Nr. 1 des o«,y-Dimethyl-y-oxyitaconsiu 
anhydrids, 

H 

OC———C—CH, 
t, of | 
CcO——-C 
| 

HO—C—CH, 


cis: oder maleinoide Form Nr. 2 des a,y-Dimethyl-y-oxyitaconsiun 


anhydrids. 
Hl 
OC———C-—CH, 
me o/ | 
\oc ——C—CO—CH, 


H 


cis- oder maleinoide Form des a,«’-Methylacetbernsteinsdureanhy drid: 


Die von Sprankling!’) zuerst dargestellte Methylketo- 
lactonsiiure, die besser als Lacton der fumaroiden Form de: 
«,y-Dimethyl-y-oxyitaconsiure bezeichnet wird, stellt das Iso- 
mere Nr. 2 dar. Beide Produkte, das aus dem Himatopor- 
phyrindimethylither erhaltene und das eben erwihnte habeu 
den Schmelzp. 175°*), krystallisieren in Blattchen, zeigen aber 
den Mischschmelzp. 150°, unterscheiden sich auch sonst durcii 
eine Reihe von Higenschaften. Der Lactonring dieser Siéure 





1) Sprankling, Jl. of the Chem. Soc. of London Bd. 71, 8. 1162 
(1897). 

*) Bei der Nachpriifung der Angaben Spranklings (176°) wurd 
der Schmelzp. 175° gefunden, 
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ist so fest, daB sie sich mit n/10-Natronlauge einbasisch titrieren 
jiBt und nur ei Mol. Ammoniak anlagert. 

Wihrend bisher der von Conrad}) dargestellte ¢-Methyl- 
y-acetylbernsteinsiureester nur unter gleichzeitiger Abspaltung 
der Acetyl- oder Carboxylgruppe verseift werden konnte, ge- 
lang es jetzt, ihn mit Sodalésung in der Kiilte zur Estersiiure 
zu verseifen, die bei der Behandlung mit 25°/,iger Natronlauge 
in die Methylacetbernsteinsiiure iiberging. Diese bzw. ihr An- 
hydrid stellt das Isomere Nr. 5 dar: 


H H 
CH,—C—COOH CH, —C—CO 
i ; | o. 
CH,—CO—C—COOH CH,—co—Cc—co/ 
H H 


Die Anhydridbildung wurde nicht untersucht, aber es ist 
bekannt, daB Bernsteinsiuren nicht ohne weiteres in ihre An- 
hydride tibergehen. Der Schmelzp. 105° dieser Siure unter- 
scheidet sich auBerdem so sehr von dem des aus dem Hiimato- 
porphyrindimethyliither erhaltenen Produkts, 175°, daB eine 
ldentitiit nicht in Betracht kommt. 

Bei der Kinwirkung von Phosphorpentachlorid auf Methyl- 
acetbernsteinsiureester wurde eine «,y-Dimethyl-y-chloritacon- 
siure gewonnen, fir die folgende 2 Formen méglich sind: 


H H 

H,C—C—COoou H,C—C—COOH 
| | 
C—COOH, C—COOH. 
| | 

H,C—C—Cl Ccl—C—CH, 


Die bei der Destillation im Vakuum entstehenden An- 
hydride: 


H H 
H.C—C—CO H,C—C—CO 

| 0. 0. 

C—CO C—CO 

| | 
Bc-C~—C Cl—C—CH, 


stellen die Halogensubstitutionsprodukte der beiden isomeren 


') Conrad u. Eppstein, Licbigs Ann. der Chem. Bd. 188, S. 226 
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maleinoiden Formen der Itaconsiuren Nr. 3 und Nr. 4 yoy 
Weder durch Saure noch durch Laugen ist es gelungen, Halogen § 
durch Hydroxyl zu ersetzen, aber es ist anzunehmen, dai dic § 
halogenisierten Produkte in bezug auf die Anhydridbildung 
sich genau wie die Hydroxylprodukte verhalten. Der Anhydrid. 
ring ist nun bei den erwahnten Halogenprodukten auBerordent. § 
lich labil. Er bildet sich erst bei der Destillation im Vakuun 
und lést sich bereits beim Stehenlassen an der Luft, wiihrend, 
wie schon erwihnt, bei der Darstellung des Produkts C,H,0, § 
aus dem Dimethylather des Himatoporphyrins eine besondere 
MaBnahme zur Bildung eines Anhydridrings nicht erforder. 
lich war. 

Diese Isomeren scheiden daher fiir den Vergleich eleu- 
falls aus und es bleibt das Produkt Nr. 1. 


j00—C—CH, 
“od . 
HC—C—COOH 
H,c/ 


Um dieses Lacton der Methyl-1-oxyithylfumarsiure dar- 
zustellen, wurde die obenerwaihnte Dimethylchloritaconsiure 
der Destillation unter gewéhnlichem Druck unterworfen. Ein 
dabei iibergehendes O1 (das auch mit Wasserdimpfen iiber- 
ging) zeigte den charakteristischen Geruch nach bisubstituierten 
Maleinsiiuren. Nach der Behandlung mit konzentriertem Baryt- 
wasser wurden aus diesem Ol] viereckige Blattchen erhalten, f 
leider nicht in gréBerer Menge, so daB eine weitere Unter- 
suchung nicht angestellt werden konnte. Jedenfalls stellt dieses 
Produkt eine Fumarsiiure dar, denn nach den Untersuchungen f 
Fittigs?) gehen Itaconsiuren bei der Destillation in Malein- f 
siiuren iiber; letztere geben bei der Behandlung mit Alkali 
zum Teil Fumarsauren. 

Da das Lacton der homologen Methy1-,,2“-oxyathylfumarsiure 
sich in bezug auf die Anlagerungsfihigkeit von 2 Mol. Ammoniak 
und bei der Titration wie ein Anhydrid verhalt, demnach eine 





1) R. Fittig, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 304, S. 128 ff. (1898). 
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sehr labilen Lactonring besitzt, steht nichts dagegen, dies auch 
fir das Lacton der Methyl-,,1“-oxyaithylfumarsiure anzunehmen. 
So ist also mit hoher Wahrscheinlichkeit bewiesen, dab das 
aus dem Dimethylather des Haimatoporphyrins erhaltene Pro- 
dukt C,H,O, das Lacton einer Methyl-,,1“-oxyithylfumarsiure 
ist und der Zusammenhang mit dem durch Oxydation des sub- 
stituierten Pyrrolkerns Nr. 3+) des Himins erhaltenen Imids 
C.H,,O,N, Schmelzp. 59°, liegt klar zutage. Primiar entsteht 
bei seiner Verseifung das noch methoxylierte maleinoide An- 
hydrid, das mit Wasserdimpfen fliichtig ist und den typischen 
Geruch nach bisubstituierten Maleinsiuren aufweist. Es ist 
aber nur noch in Spuren vorhanden, weil es sich unter dem 
KinfluB der verseifenden Lauge umwandelt, und zwar entsteht 
zunichst unter Entmethylierung das maleinoide Itaconsiure- 
derivat, aber ebenfalls nur in Spuren. Ob der fiir diesen Stoff 
beobachtete Schmelzp. 152° dem Anhydrid oder der Siure 
selbst zukommt, konnte freilich noch nicht entschieden werden. 
Diese maleinoide Form wandelt sich dann sofort, d. h. in der 
ukalischen Lésung, in die fumaroide Itaconsiiure um, die, so- 
lange sie nicht in das Lacton iibergegangen ist, die weitere 
Umwandlung zur Fumarsiure erfaihrt. Letztere wird nun in 
Horm ihres Lactons als Hauptprodukt erhalten. 

Das Imid, C,H,,O,N, muB danach das Methoxyl in Stel- 
lung 1 haben, was nur mit der Formulierung der vom Himin 
zum Dimethylather des Himatoporphyrins fiihrenden Vorginge 
nach W. Kiister im Einklang steht. 

Die aus dem Methy1-,,1“-oxyiithylmaleinsiureanhydrid durch 
Umwandlung entstehenden Itacon- und Fumarsiiuren geben 
bei der Reduktion folgende bildlich wiedergegebenen Stoffe: 


H 
¥.6..0—_—.06 H,C—C——COooH 
i> — al 
H,C—HC—C. —— co 11,C—HC—C-——CooH 
| OH H 
OH 





') Vgl. das Bild auf 8, 3. 
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OH 

Ks miissen also die maleinoide und fumaroide Form der 
Methyl-,,1‘“-oxyiithylbernsteinsiure entstehen, die letztere ist 
jedoch nur in der Lactonform bestindig. 

Sie ist die von Fichter und Rudin?) durch Reduktion 
von Methylacetylbernsteinsiureester mit Natriumamalgam er- 
haltene «,y-Dimethylparaconsiure. Bei dem Versuch, diese 
Siiure darzustellen, konnten die angegebenen Ausbeuten niclit 
erreicht, im tibrigen die Resultate bestitigt werden. 

Der Versuch, iiber ein Bromprodukt?) zu einer Fumar- 
siiure zu kommen, fiihrte nicht zu dem gewiinschten Lacton 
der Fumarsiure, sondern zu dem Lacton der Dimethyloxy- 
itaconsaure. 


') Fichter u. Rudin, Chem. Ber. Bd. 37, S. 1615 (1904). 
*) Vel. Fittig u. Dorn, Licbigs Ann. der Chem. Bd. 188, 8. 90 (1877. 
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Bei einem Versuch der Reduktion des Methylacetbern- 
teinsiureesters in der Kilte wurde der Methyl-,,1“-oxyithyl- 
 pernsteinsiuremonoiithylester erhalten: 

H 
CH,—C——CO0C,H, 


| 


H,C—HC—C———CO0H 
— Ea 
OH 
Daraus die Methyl-,,1“-oxyiithylbernsteinsiiure (Schmelzp. 105°): 


i 
CH,——C COOH 


ho-ie-—¢ COOH 
| H 
Ol 


Danach ist es gelungen, die beiden erwarteten Reduktions- 
produkte der isomeren Itacon- und Fumarsiiuren der Stellung 1 
synthetisch darzustellen. 

Das aus dem Himatoporphyrindimethylither erhaltene 
Produkt C,H,O, muB also bei seiner Reduktion in eines dieser 
beiden Produkte iibergehen. 


Experimenteller Teil. 
Teil TA. 
a) Die Darstellung des Hiimatoporphyrindimethylithers 


wurde nach den friiher’) gegebenen Vorschriften ausgefiihrt. 
ie Ausbeute betrug bei einem Einsatz von 25 g Hiimin 


18 ¢g = 83°/,, von dem als Dimethyliither des Himatohiimins 
vezeichneten Stoff wurden 0,5 g = 2°/, erhalten. 


/0 


1) W. Kiister u. H. Bauer, Diese Zs. Bd. 94, S. 181 (1915); 
W. Kiister u. H. Maurer, Diese Zs. Bd. 133, S. 135 (1924). 

Anm. Bei der Extraktion des amorphen, mit Natronlauge und 
Natriumacetat gefiillten und getrockneten Hi iimatoporphyrindimethylithers 
mit Ather verblieb ein Riickstand, der in Ather unlislich war. Er ent- 
hilt nur 0,26°/, Natrium (0,4726 g¢ Substanz gaben 0,0038 g Na.SO,), gab 
aber nur wenig Dimethylither an Ather ab, nachdem erneut pulverisiert 
worden war, diirfte also zuniichst ein noch eisenhaltiges Zwischenprodukt 
enthalten, zumal die Asche reichlich Eisen enthielt. 





“a 
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b) Zur Oxydation wurden 5 g Himatoporphyrindimethy!- 
iither in 400 ccm 20°/, iger Schwefelsiiure unter langerem Riihren 
gelést. Nach Zugabe von 11 g Chromtrioxyd in wiBriger 
Lisung (entsprechend 21 Atomen Sauerstoff) und gleichzeitigen 
Erwiirmen auf 40° im Wasserbad trat die Oxydation schnell! 
ein und war in kurzer Zeit beendet. Die erkaltete rein griine 
Lisung wurde nun mit Ather erschépfend extrahiert und dey 
iitherische Auszug mit Wasser gewaschen. Zur Trennung des 
in ihm enthaltenen Gemisches der beiden Himatinsiuren mit 





dem Imid wurde die iitherische Lésung mit 5°/,iger Sodalésung f i 


ausgezogen. 

Aus der angesiuerten Sodalésung wurde die Himatinsiure f 
durch Atherextraktion erhalten, wihrend der neutrale Bestand- 
teil der Oxydationsprodukte nach dem Abdestillieren der ge- 
trockneten iitherischen Liésung ein gelbes Ol hinterlieB, das | 
nach einiger Zeit im Vakuum wohl an den Winden der Krystal- 
lisierschale die charakteristischen Biischeln von Nadeln zeigte, 
aber als Ganzes auch nach Wochen nicht zum Erstarren zu 
bringen war. 

Ausbeute an Hiimatinsiiure 2,4 g. Ber. fiir 2 Mol. 2,93 g. 

vi 5 SE « ss Dw i «ft =» SSeS 

Ks hatten sich also aus 1 Molekil Dimethylither 2 Mole- 
kiile Himatinsiure und 1 Molekiil des methoxylierten Imids 
gebildet. 

c) 1. Zur Reduktion wurde zunichst der noch nicht durch 
10°/,ige Bromwasserstofflésung verseifte Dimethylester des 
Himatoporphyrindimethylithers verwendet.') 

aa) Mit Zinkstaub und Ejsessig. 5 g Schalfejeffhimin 
wurden in 1380 g EKisessigbromwasserstofflésung (1,41) gelést, 
die Lésung wurde im Vakuum bei 70° eingedampft und die 
nahezu trockene Masse in 60 ccm absolutem Methylalkohol 
unter Erwirmen auf 50° geldést. Die filtrierte Lésung wurde 
mit 40 g Zinkstaub und wenig EKisessig zuniichst einige Stunden 
bei 50° erwirmt, dann auf dem Wasserbad einige Stunden 
geriihrt. Das Spektrum inderte sich dabei: 


1) Das eisenhaltige Zwischenprodukt und FeBr, waren noch nicht 
entfernt. 
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4: vor der Einwirkung I 590—595, IIT 550—570, III 520—535. 
i4,: nach ,, - I 550—560, Il 515—525. 

Die methylalkoholische Liésung wurde mit wenig Wasser 
versetzt und einige Stunden geschiittelt. Der dabei ausgeflockte 
Farbstoff wurde abgenutscht, getrocknet, pulverisiert und nun 
zur Trennung vom Zinkstaub mit Ather extrahiert. Aus der 
getrockneten itherischen Lésung wurde ein Produkt erhalten, 
das in undeutlichen Blattchen krystallisiert. Ausbeute 2 g. 

Das Produkt ist léslich in Ather und Alkohol, unlislich 
in Chloroform, léslich in 7°/ iger Salzsiure. 


29,97 mg Substanz gaben 0,79 mg ZnO. 
24.89 ,, _ 0,78 ,, ZnO. 


CygH,.0,N,Zn Ber. 9,09°/, Zn 
Gef. 2,11°/, Zn bzw. 2,46°/, Zn 

Der Zinkgehalt ist also viel zu gering fiir ein Zinksalz. 

Da die Ausbeute schlecht war, wurde der Riickstand mit 
Chloroform extrahiert. Aus dieser Lésung wurden noch 1,5 g 
undeutliche Blittchen erhalten. 

39,49 mg Substanz gaben 3,62 mg Zn (die Asche war reinweiB). 

©,3Hy,0,N,Zn Ber. 9,09°/, Zn 
Gef. 17,36°/, Zn 

bb) Mit Zinkstaub und Bromwasserstoffsiure., 
Nach dem KEindampfen der Eisessigbromwasserstofflésung 
wurde der aus 5g Himin erhaltene Riickstand in Methyl- 
alkohol unter Erwirmen gelést. Diese Liésung wurde nun 
mit 20 g Zinkstaub und 100 ccm einer 10°/,igen Bromwasser- 
stofflésung auf dem Wasserbad bei 40—50° erwiirmt und noch 
einige Zeit geriihrt. Das Spektrum hatte sich ihnlich wie 
vorher’ veriindert. Die bromwasserstoffsaure Liésung wurde 
vom Zinkstaub filtriert und mit Natronlauge und Natrium- 
acetat neutralisiert, Der ausgeflockte Farbstoff wurde ab- 
genutscht, mit H,O gewaschen und getrocknet. Beim folgenden 
Kixtrahieren mit Ather wurden 1,5 g eines Zinksalzes erhalten. 


53,48 mg Substanz gaben 3,83 mg ZnO. 

56,36 mg ba » 3,96 mg ZnO. 

34H ,.0,N,Zn Ber. 9,09°/, Zn 
Gef. 5,75°/, Zn bzw. 5,64°/, Zn 
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Der Zinkgehalt ist ebenfalls viel zu gering. Aus dey 
Zinkstaub wurde mit Chloroform der Rest extrahiert. Aus- 
beute 2,0 g. 

26,20 mg gaben 3,08 mg ZnO. 

C,,H,,.O,N,Zn Ber. 9,09°/, Zn 
Gef. 9,44°/, Zn 

Das Produkt ist schwer léslich in 5°/,iger Soda, allmihlic! 
lislich in 7°/,iger Salzsiiure. 

8,5 g dieser Zinksalze wurden nun unter Anriihren in 
200 cem 40°/,iger Schwefelsiiure gelist. Die Oxydation er- 
folgte mit 12 g¢ Chromtrioxyd in wiBriger Lisung, welche 
Menge 16 Atomen Sauerstoff entspricht und gerade verbrauclit 
wurde. 

Ausbeute an Himatinsiiure: 3,5 g. Ber. fiir 2 Mol 4,35 g. 

is » Imid: ie » » 1 ip SOS 

Daraus ist ersichtlich, daf{ auch hier nur 1 Mol Imid 
neben 2 Mol Himatinsiure erhalten wurden. 

2. Da diese Reduktionsversuche nicht zum Ziele fiihrten, 
wurde noch reiner Himatoporphyrindimethylither als Ausgangs- 
produkt verwendet. 

cc) Mit Zinkstaub und Kisessig. 1g Dimethylither 
wurde in wenig absolutem Methylalkohol gelést und etwa 
10 g Zinkstaub und etwas Eisessig zugegeben. Nun wurde 
auf 40—50° erwiirmt und gleichzeitig geriihrt, wobei wieder 
ein Umschlag im Farbton eintrat. Nach dem Abfiltrieren vom 
Zinkstaub wurde mit Wasser gewaschen und der ausgeflockte 
Karbstoft abgenutscht, gewaschen und getrocknet. Zur Rei- 
nigung wurde er in heiBem Ammoniak gelést und mit ver- 
diinnter Essigsiure wieder ausgefillt. Ausbeute 0,8¢ = 80°). 

26,42 mg Substanz gaben 3,14 mg ZnQ.?) 

C.,H,,0,N,Zn Ber. 9,49°/, Zn 
Gef. 9,54°/, Zn 

dd) Mit Zinkstaub und Bromwasserstoffsiiure. 
1 ¢ Dimethylither wurde in absolutem Methylalkohol gelist 
und nach Zugabe von 100 ccm 10°/, iger Bromwasserstoffsiiure 


') Es ist nicht ausgeschlossen, dab Verseifung zum Monometby| 
iither eingetreten ist. 
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und 10 g Zinkstaub auf 50° erwirmt und einige Stunden ge- 
riihrt. Danach wurde vom Zinkstaub filtriert, die Lésung 
mit Natronlauge und Natriumacetat neutralisiert und der aus- 
seflockte Farbstoff abgenutscht und gewaschen. Reinigung 
wie vorher. Ausbeute 0,8 g. Auch hier war ein komplexes 
Zinksalz entstanden. Die Oxydation eines solchen Produktes 
lieferte wieder dieselben Mengen an Imid und Hiimatinsiure. 


Teil LB. 


Zur Verseifung des Methylmethoxiithylmaleinimids (vom 
Schmelzp. 59°) wurden 2,5 g mit 180 ccm einer bei 60° ge- 
siittigten Bariumhydroxydliésung 31/, Stunden auf dem Baboblech 
im Sieden erhalten, bis der Geruch nach Ammoniak verschwunden 
war, wobei die Farbe von Hellgelb iiber Braun nach Gelb sich 
‘inderte, wie schon Maurer beschrieb. Nach dem Erkalten 
wurde mit Wasser verdiinnt und nun vorsichtig mit verdiinnter 
Salzsiure angesiuert. Die saure Lésung wurde mit Ather 
extrahiert und aus der gewaschenen und getrockneten Lésung 
ein Ol erhalten, das zum gréBten Teil rasch in Blittchen 
krystallisierte. 

Ausbeute an Ol und Krystallprodukt: 1,5 g. Etwa 0,2 ¢ 
wurden auf einen Tonteller abgepreBt und im Vakuum ge- 
trocknet. Schmelzp. 174—175°. 

Der andere Teil des erhaltenen Produkts wurde der 
Wasserdampfdestillation unterworfen. Dabei ging der dlige 
Anteil mit den Wasserdaimpfen iiber, wiihrend das feste Pro- 
dukt aus dem Riickstand durch Atherextraktion erhalten 
wurde. Das Produkt krystallisiert in schénen viereckigen 
Blattchen, die aus heiBem Wasser umkrystallisiert wurden und 
dann teils in Drusen zu erhalten waren. Schmelzp. 175°. 
Die Beobachtungen Maurers konnten also bestatigt werden, 
als Beispiel sei ferner das Ammoniakanlagerungsprodukt an- 
gvefiihrt. 

0,1 g des bei 175° schmelzenden Stoffes wurden in wenig 
Ather gelést und trockenes Ammoniakgas eingeleitet. Der 
sich abscheidende Niederschlag wurde getrocknet. Ausbeute 
95°/). Schmelzp. 160° (unter Zersetzung). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLVI, 2 











18 William Kiister, Hermann Maurer und Albert Palm, 


Das Destillat der Wasserdampfdestillation, in dem sich 
der dlige Anteil aufgelést hatte, zeigte saure Reaktion gegen 
Lackmus. Durch Extraktion mit Ather und Trocknen der 
iitherischen Liésung wurde daraus ein Ol (0,5 g) erhalten, 
Dieses Ol wies schwachen, aber charakteristischen Gerucl 
nach bisubstituierten Maleinsiuren auf. Beim Aufbewahren 
im Vakuum krystallisierte ein Teil des Oles in Form von 
feinen Nidelchen, die durch das Abpressen auf einen T'onteller 
in geringer Menge erhalten wurden. Sie zeigten einen rohen 
Schmelzpunkt von 152°. Der geringen Menge wegen konnten 
weitere Untersuchungen nicht angestellt werden. Das aus den 
Tonteller durch Atherextraktion zuriickgewonnene Ol zeizie 
den Geruch nach bisubstituierter Maleinsiiure und stellt jeden- 
falls noch Methylmethoxyithylmaleinsiure dar. 


Teil Il. A. 


Als Ausgangsprodukt fiir die synthetischen Arbeiten 
leistete der von Conrad’) und Eppstein dargestellte 
«,a'-Methylacetbernsteinsiiureester vorziigliche Dienste. De 
angegebenen Darstellungsweise ist nichts hinzuzufiigen. Aus 
100 g Brompropionsiiureester und 72 g Acetessigester wurden 
8 5¢ Methylacetbernsteinsiureester erhalten (Siedep. 140—150’, 
14 mm). 

Der Ester gibt mit Eisenchlorid eine dunkelrote Fiirbung. 
Bei der Wasserdampfdestillation geht er mit den Wasser- 
diimpfen iiber. Die Siedepunktsbestimmung nach Siwolo bot! 
ergab keinen einheitlichen Siedepunkt. Schon bei 176° setzte 
eine schwache Zersetzung unter Alkoholabspaltung — ein, 
wiithrend die Fliissigkeit konstant erst bei 250—255° siedet. 
Wurde die Fliissigkeit einige Zeit im Sieden erhalten, so ver- 
mehrte sich der abgespaltene Alkohol?), besonders wenn div- 
selbe Fliissigkeit wiederholt destilliert wurde. Der Methy!- 





1) Conrad und Eppstein, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 188, 8S. 226 
(1877); Friedr. v. Hartmuth, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 192, 8. 142 
(1878); Bischoff, Liebigs Ann. der Chem. Bad, 206, S. 311 (1880). 

*) Sprankling, Journ. of the Chem. Soe. of London Bd, 71, S. 1162 
(1897). 
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acetbernsteinsiureester reagiert hier in der Enolform, die als 
v,y-Dimethyl-y-oxyitaconsiurediithylester zu ieaillinen ist, 
und unter Abspaltung von Alkohol entsteht aus ihr das Lacton 
der fumaroiden Form des «,y-Dimethyl-y-oxyitaconsiuremono- 
esters. ') 

Zur Erforschung dieser Alkoholabspaltung wurden die 
Versuche Spranklings wiederholt und erweitert. Bei den 
folgenden Priiparaten wurden je 5 Fraktionen aufgefangen 
wobei Fraktion 1 hauptsichlich den abgespaltenen Alkohol, 
die Fraktionen 3—6 den Lactonsiiureester enthielten. Die 
gewogenen Destillate wurden wieder vereinigt und erneut der 
Destillation unterworfen. ”) 

Die am SchluB des Versuchs erhaltenen Fraktionen 3—6 
wurden zur Uberfiihrung in die Lactonsiiure vereinigt und mit 


je 200 ccm einer verdiinnten Salzsiiure (S§ = 1,031) durch 


liingeres Kochen hydrolysiert. 

















Priparat I. Angewandt 100 g Ester. 
ee Siedepunkt Destillat 1 | Destillat 2 | Destillat 5 
Fraktion . 
°C < g g 
1 0 —190 13 13,8 14,5 
2 191 —220 17 16,8 16,0 
8 221—240 12,0 10,9 8,5 
4 241—245 4,5 4,7 3,5 
5 246 ~—255 21 21,5 21,0 
6 256 —270 8,5 3, 4,0 
Hydrolysendauer: 25 Stunden. Ausbeute: 3,5 g Siiure. 


Bei weiteren Versuchen wurde der Ester liingere Zeit im 
Sieden erhalten, wiihrend der abgespaltene Alkohol durch einen 


nr ee 


1) Nach den bei der Verseifung gewonnenen Resultaten (vgl. S. 24) 
ist anzunehmen, daS im Methylacetbernsteinsiureester, abgesehen von 
der sich dureh Eintritt der Eisenchloridreaktion anzeigenden Enolisierung 
ein Gemisch der durch die Asymmetrie des «-Kohlenstoffatoms bedingten 
stereoisomeren Stoffe vorliegt und zwar diirfte die Cisform vorwalten, 
so daB der Alkoholabspaltung die Umlagerung zur Transform vorher- 
gehen muBb. 

*) Bei der wiederholten Destillation verkohlte immer 1 Teil des 
Produkts, weshalb ein Zunchmen der Fraktionen nicht zu beobachten ist. 

ta 
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zweikugeligen Fraktionieraufsatz!) konstant bei 783—80° iiber- 
ging und nahezu rein war. Auf diese Weise wurde das 
Gleichgewicht: 

Methylacetbernsteinsiureester ~~ * C,H,OH + Lactonsiureester 
stark zugunsten der rechten Seite verschoben und demzufolge 
nach der Destillation und Hydrolyse die 3-—4fachen Aus- 
beuten an Lactonsiure erhalten. 


























Priiparat II. Angewandt 150 g Ester. 
Abgespaltener Alkohol (nach 5stiindigem Erhitzen): 14 g. 
— Siedepunkt Destillat 1 Destillat 2 

Fraktion 
°C x g 
1 0—190 1,7 14 
2 191—220 2,0 0,5 
3 221—240 5,0 13,0 
4 241—245 12,7 8,7 
5 246—255 48,8 40,0 
6 256 —270 5,0 2,0 
Hydrolysendaucr: 21/, Tage. Ausbeute: 15 g Siiure. 
Priiparat IIT. Angewandt 150 g Ester. 
Abzespaltener Alkohol (in 10 Stunden): 26 g. 
en Siedepunkt Destillat 

06 g 

1 0—190 2,7 

2 191—220 1,0 

3 221—240 13,0 

4 241—245 2,0 

5 246—255 40,0 

6 256—270 15,0 
Hydrolysendauer: 48 Stunden. Ausbeute: 20 g Siure. 


Die Lactonsiiure, C,H,O,, ist léslich in heiBem Wasse! 
(1,3 g erfordern 6 ccm heiBes Wasser zur Lisung), Ather, 
Alkohol, Eisessig, schwer léslich in kaltem Wasser und Benzol, 


o-—--—------ ~ nd 





1) Vel. F. Arndt, Chem. Ber. Bd. 57, 1489 (1924). Gewinnung des 
Dehydracetsiiureesters (Glasperlen waren nicht erforderlich, aber eine 
breite Offnung des Fraktionieranfsatzes). 
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sehr schwer in Petrolither und Chloroform. Nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren aus heiBem Wasser wurde der Schmelzpunkt 
bei 175° liegend gefunden. Sowohl die alkoholische wie dic 
wiBrige Lésung reagieren deutlich sauer gegen Lackmus und 
Phenolphthalein. 
0,1281 g verbrauchten 8,16 ecm n/10 Natronlauge. 
Ber. fiir C,H,O, einbasisch 8,21 ccm n/10-Natronlauge. 

Die Siure ist mit Wasserdiimpfen schwer fliichtig, nach 
etwa 11/, Stunden waren z. B. 20°/, der eingesetzten Menge 
iihbergegangen. Die Saure zeigt dadurch ihre Zugehdorigkeit 
zur Gruppe der Lactonsiuren an. Wird sie auf einige Grade 
iiber den Schmelzpunkt erhitzt, so sublimiert sie in schénen 
weiBen Blittchen, die durch Schmelzpunkt und Titration sich 
als unverinderte Siure erwiesen. Erst beim lingeren Er- 
hitzen auf 200° und mehr tritt Zersetzung ein. 

Sprankling!) hatte gefunden, da’ konzentriertes Baryt- 
wasser in der Kialte den Lactonring aufspaltet und so das 
Bariumsalz der zweibasischen Saéure entsteht, das er allerdings 
ils sehr labil bezeichnete. Dieser Befund konnte nicht  be- 
stiitigt werden. 

3g der Siiure wurden mit einem Uberschu8 einer bei 
60° gesiittigten Barytlésung bei Zimmertemperatur zusammen- 
gegeben. Nach Zusatz von Phenolphthalein wurde Kohlensiiure 
eingeleitet, bis die anfinglich rote Lésung entfirbt war. Dann 
wurde vom Niederschlag filtriert und bei schwacher Flamme 
eingedampft, hierbei trat keine Abspaltung von Kohlensiure 
baw. Auftreten von Bariumcarbonat ein. Aus der konzentrierten 
waBrigen Lésung schied sich das Bariumsalz in vicreckigen 
Blittchen ab. Ausbeute 2,5 g. 

0,1202 g Substanz (140°) gaben 0,0639 g BaSQ,. 

0,1339 ¢ ™ (140°) ,, 0,0671 g BaSQ,. 

C,,H,,O,Ba Ber. 30,6°/, Ba 
Gef. 31,3°/, bzw. 29,5°/, Ba 

Hier war also nur das Salz der einbasischen Lactonsiure 

entstanden und der Ring nicht aufgesprengt worden. 





') Sprankling, Soe. Bd. 71, S. 1162 (1897). 
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Auch mit n-KOH war die Aufsprengung des Lactonring; 
nicht zu erreichen. Die Séure wurde mit n-KOH in der kilte 
gegen Phenolphthalein titriert und die neutralisierte Lésung 
vorsichtig zur Trockne eingedampft, dann bei 70°, spiter bei 
110° getrocknet.") 

0,0916 g Substanz (110°) gaben 0,0408 g K,SQ,. 

C,H,0,K Ber. 20,10°/, K 
Gef, 19,59 s 

Erst mit zweifach n-Natronlauge konnte der Lactonring 
aufgesprengt werden. 

0,1612 g Siure wurde bei Zimmertemperatur in 3 coin 
2fach n-NaOH (F = 0,82) gelést und der UberschuB der Lauge 
mit n/10-Salzsdéure zuriicktitriert. 

Zur Riicktitration verbraucht: 27,84 ecm n/10-HCl. 

C,H,O, zweibasich Ber. 20,67 cem n/10-NaOH 
Gef. 21,36 ,, 


» 

Kin anderer Versuch zur Aufsprengung, mit alkoholischem 
Ammoniak, hatte keinen Erfolg. Mit Ammoniak in der Kite 
wurde das Ammoniumsalz erhalten. 

0,5 ¢ der Lactonsiure wurden in absolutem Ather gelist 
und trockenes Ammoniakgas bis zur Siattigung eingeleitct. 
Sofort schied sich ein weifer flockiger Niederschlag ab, der 
nach dem Trocknen im Vakuum ein weiBes amorphes Pulver 
hinterlie8, Schmelzp. 159—160° (unter Zersetzung). Wurde 


aber Methylalkohol als Lisungsmittel verwendet (5 ccm aul 


0,33 g) und diese Lésung mit Ammoniakgas gesiittigt, so trat 
nach Zusatz von absolutem Ather eine Triibung ein und iiber 
Nacht war das Ammoniakanlagerungsprodukt in feinen Nadel- 
chen auskrystallisiert. Es wurde im Vakuum = getrocknet. 
Ausbeute 90°/,. Der Schmelzpunkt war ebenfalls 159—160". 

5,32 mg Substanz (i. V.) gaben 0,361 cem N, (18°, 735 mm Hg). 

4,73 mg se is » 0,297 cem N, (16°, 753 mm Hg). 

C,H,,0,.N Ber. 8,09°/, N 
Gef. 7,89°/, ,, baw. 8,14°/, N 
Es hat sich demnach nur 1 Mol. Ammoniak eingelagert. 





') Das Salz ist stark hygroskopisch. 
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Mit Diazomethan trat Veresterung ein, ohne daf, wie bei 
Maurer, eine gleichzeitige Anlagerung stattgefunden hiitte. 

2g der Lactonsiure wurden in 20 ccm absolutem Ather 
gelést und das aus 4,2 ccm Nitrosomethylurethan (mit 10 ccm 
einer 25°/,igen methylalkoholischen Kalilauge) entwickelte 
Diazomethan zu dieser Lisung gebracht. Es setzte sofort leb- 
hafte Stickstoffentwicklung ein. Nach dem Stehenlassen iiber 
Nacht wurde das iiberschiissige Diazomethan durch Schiitteln 
mit Wasser zersetzt und jetzt zur Entfernung saurer Anteile 
mit 5°/,iger Sodalésung durchgeschiittelt. Die gewaschene 
und getrocknete atherische Lisung hinterlie’ ein gelbes O1 
yon angenehmem Geruch. Ausbeute: 1,5 g. Siedep. 210°. 

6,37 g Substanz (i. V.) gaben 8,67 mg AgJ. 

C.H,,0, Ber. 8,82°/, CH, 
Gef. 8,69 i 

Kin Teil dieses Esters wurde in Chloroform gelést und 
langsam zu dieser Lésung eine solche von Brom in Chloro- 
form gegeben. Der Ester addierte allmahlich Brom, beim 
Stehen im Exsiccator trat Entwicklung von Bromwasser- 
stoff auf. 


Teil IL A. 


b) @) Versuche zur Umwandlung des Lactons der Dimethyl- 
oxyitaconsiiure mit 2fach n-Natronlauge, mit Wasser im 
Bombenrohr und mit Dimethylanilin’) hatte keinen Erfolg. 

8) Bei den Versuchen zur Reduktion wurden die gleichen 
Beobachtungen gemacht, wie sie Fittig und Beer’) mit 
Natriumamalgam und Reitter*) mit Zinkstaub und Eijsessig 
bei den niederen Homologen, der Aconsiiure, gemacht haben. 

aa) 2,5 g der Lactonsiure wurden in 20 ccm 1°/iger 
Natronlauge gelist und mit einem Uberschu8 von Natrium- 
amalgam (2 Mol) geschiittelt. Nach dem Ansiuern wurde 
filtriert, vom Alkohol destilliert und mit Ather extrahiert. 
Aus der getrockneten iitherischen Liésung wurden 1,8 g Di- 


— 





1!) P. Pfeiffer, Chem. Ber. Bd. 51, 8. 1824—1825 (1919). 
*) Fittig u. Beer, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 216, S. 91 (1882). 
3) Reitter, Chem. Ber. Bd. 31, S. 2723 (1898). 
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methylparaconsiiure = 72°/, gewonnen. Der Schmelzp, 141° 
war noch nicht scharf. 

bb) 2 g Lactonsiure wurden in 30 ccm Kisessig gelist 
und 5g Zinkstaub zugegeben. Nach 20stiindigem Erhitzen 
auf dem Wasserbad wurde vom _ iiberschiissigen Zinkstau) 
tiltriert und zur Zerstérung des gelésten Zinks und der ge- 
bildeten Zinksalze Schwefelwasserstoff eingeleitet. Das Filtrat 
vom Zinksulfid wurde im Vakuum eingedampft, der Sirup in 
Ather aufgenommen. Aus der getrockneten atherischen Lisung 
wurden 0,8 g Krystalle erhalten. Schmelzp. 135°. 


Teil IL B. 


Hatte sich der @ «’-Methylacetylbernsteinsiurcester bein 
Ubergang in den Lactonsiureester und die Lactonsiure «ls 
typischer Vertreter der y-Ketonsiureester gezeigt, so trilt 
seine Natur als (-Ketonsiiureester besonders bei der Ver- 
seifung hervor. Wahrend dieser Ester mit konzentrierte 
Alkali!) unter Abspaltung der Acetylgruppe Methylbernstein- 
siure, mit konzentriertem Barytwasser’) und verdiinnter Salz- 
siure*) unter Abspaltung einer Carboxiithylgruppe Methy!|- 
lavulinsiiure liefert, liBt er sich mit Sodalésung und konzen- 
trierter Natronlauge in der Kialte auch ohne Zersetzung 
verseifen. 

a) 35 g Methylacetylbernsteinsiureester (im Vakuum de- 
stilliert) wurden mit 100 ccm 10°/,iger Sodalésung 3 Tage in 
einer Stépselflasche geschiittelt. Beim Offnen des Schiittel- 
kolbens zeigte sich kein Druck, es war also keine Kohlen- 
siiureabspaltung eingetreten. Der gréBte Teil des Esters hatte 
sich in der Sodalésung gelést. Der ungeléste bzw. unverseifte 
Anteil wurde durch Ausschiitteln mit Ather entfernt. Aus der 
gewaschenen und getrockneten atherischen Liésung wurden 11 g 
unverainderter Ester zuriickerhalten, die, nochmals mit 100 ccm 





') M. Conrad, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 188, S. 227 (1877). 
*) Bischoff, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 206, 8S. 321 (1880). 


*) Fittig u. Gottstein, Liebigs Ann, der Chem. Bad. 216, S. 3! 
(1882). 
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10°/,iger Sodalésung zusammengegeben, nach 6 tigigem Schiitteln 
gelést waren. 

Die Sodalésungen wurden unter Kihlung mit verdiinnter 
Salzsiure angesiiuert und diese sauren Lésungen erschépfend 
‘7—8mal) ausgeiithert. Aus der gewaschenen und getrockneten 
Lisung wurde ein Ol erhalten, das im Vakuum rasch er- 
starrte. Die Krystallmasse (schéne rechteckige Prismen) wurde 
abgepreBt und im Vakuum getrocknet. Ausbeute 15 g (roh) = 
50°/,. Schmelzp. 66—67°. Weniger befriedigende Ausbcute 
ergab die Behandlung mit 25°/,iger Natronlauge.') 

Die Estersiure, als welche sich der Stoff durch die Ana- 
lyse erwies: 

76,4 mg Subst. (im Vakuum) verbrauchten 3,90 ccm n/10- 
NaOH zur Neutralisation. 

6,804 mg Substanz (i. V.) gaben 7,83 mg AgJ. 

C,H,,0; Ber. einbasisch 3,78 cem n/10-NaQH 
Ber. 14,36°/, C,H; 
Gef. 14,2 ‘ 

Ist schwer léslich in kaltem, leicht in heiBem Wasser, 
Ather und Alkohol. Sie kann aus heiBem Wasser umkry- 
stallisiert werden. Die waBrige und alkoholische Liésung rea- 
gieren sauer gegen Lackmus und Phenolphthalein. 

Danach liegt der Methylacetylbernsteinsiuremonoithylester 
vor; es ist zwar nicht erwiesen, welche der beiden Carboxithy|- 
gruppen hier verseitt ist, aber anzunehmen wegen der Bestiin- 
digkeit, daB& das Carboxithyl, das in #-Stellung zur Acetyl- 
gruppe steht, noch verestert ist. 

Das Silbersalz zersetzt sich spontan. 





') 40 g Methylacctylbernsteinsiiureester (im Vakuum destilliert) 
wurden unter Kihlung mit 50g einer 25°/,igen Natronlauge versetzt. 
Nach dreitigigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde von abgeschic- 
denen Nadeln, die sich als Natriumearbonat erwiesen, abfiltriert, dic 
Lisung vorsichtig angesiiuert und erschépfend mit Ather ausgeschiittelt 
(Limal). Aus der getrockneten itherischen Lésung wurden 13,5 ¢ 
eines sauren Oles erhalten, das im Vakuum nach einiger Zeit zum 
Teil erstarrte. Die Krystalimasse wurde abgenutscht und getrocknet. 
Ausbeute: 3,0g. Schmelzp. 66—67°. Der saure, dlige Anteil war nicht 
zur Krystallisation zu bringen. 
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Die Estersiure zeigt im reinen Zustand keine -Kisen. 
chloridreaktion mehr, es muB also Ketisierung eingetreten sein, 

b) Diese Estersiiure laBt sich nun durch kalte 25°), ive 
Natronlauge vollstandig verseifen. Andere Methoden fihrte: 
nicht zum Ziel, denn es trat sowohl beim '/,stiindigen Kochey 
mit konz. 25°/jiger Salzsiure, wie beim Erhitzen mit konzen- 
triertem Barytwasser Abspaltung von Kohlensiure ein, und 
nach dem Ansiiuren und Ausiithern wurde aus dem Ather 
ein Ol erhalten, das nicht zum Erstarren zu bringen wu, 
wihrend beim Erhitzen mit verdiinntem Barytwasser die Siure 
unverandert zuriickerhalten wurde. Schmelzp. 66°. 

2 ¢ Kstersiiure wurden in 20 ccm einer 25°/,igen Natron- 
lauge gelést und 8 Tage geschiittelt. Danach wurde vorsichtig 
angesdiuert (unter Kiihlung) und erschépfend ausgeathert (7 bis 
Smal) Aus der gewaschenen und getrockneten itherischen 
Lisung wurde ein Ol erhalten, das sehr rasch in den kry. 
stallinischen Zustand iiberging und das in drusenf6rmig an- 
ceordneten Nadeln krystallisierte. Nach dem Abpressen wurde 
im Vakuum getrocknet. Ausbeute: 0,065 g. Bei einem Paralle!- 
versuch wurden 2 ¢ Kstersiure in 50 ccm 25°/,iger Natron- 
lauge gelést und nach 10tigigem Schiitteln 0,203 g der 
zweibasischen Siiure erhalten. Sie erwies sich als Methylacct- 
bernsteinsiure, gab mit Eisenchlorid keine Reaktion melu, 
muB also in der Ketoform vorliegen. Ihr Schmelzpunkt. ist 
105—108° (unscharf). Sie ist schwer léslich in kaltem, leicht 
in heiBem Wasser, Ather und Alkohol. Die wiBrige und 
ulkoholische Lésung reagieren sauer gegen Lackmus und 
Phenolphthalein. 

5 mg Substanz (i. V.) verbrauchten 3,23 cem n/10-NaOH. 
8 mg e m a 3,02 cem n/10-NaOH. 


zur Neutralisation. 
C,H,,0, zweibasisch Ber. 3,16 eem bzw. 2,97 cem n/10 NaOl! 


Das Bariumsalz ist schwer léslich in Wasser, es fiel bei 
der Neutralisation der wiBrigen Lésung mit Barytwasser aus. 

Versuche zur Darstellung des Anbydrids der Methylacet- 
bernsteinsiure wurden nicht unternommen. 
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Teil I. C. 


Die Verwandtschaft mit den /-Ketonsiureestern zeigte 
der Methylacetylbernsteinsiureester auch bei der Behandlung 
mit Phosphorpentachlorid. 

a) 150 g Methylacetylbernsteinsiureester (im Vakuum 
destilliert) wurden in 300 ccm trockenem Chloroform gelést 
und dazu allmahlich 2 Mol. = 273 g Phosphorpentachiorid ge- 
geben. Die eintretende Reaktion verlief nicht stiirmisch. Nach 
dem Stehen iiber Nacht wurde die Reaktion durch 3—4stiin- 
diges Erwirmen am RiickfluBkiihler auf dem Wasserbad bei 
50° beendet. Dann wurde von unzersetztem Phosphorpenta- 
chlorid abgegossen und das Lésungsmittel {mit dem gréften 
Teil des gebildeten Phosphoroxychlorids und noch vorhandenem 
Phosphorpentachlorid) im Vakuum bei 70° abdestilliert. Zur 
Zersetzung des nun vorliegenden Siurechlorids, das noch Phos- 
phoroxychlorid enthalt, wurde unter fortwihrender Kiihlung 
Wasser zugegeben.') Nach etwa 1 Tag wurde erneut mit Wasser 
versetzt, im Scheidetrichter getrennt und die in Ather auf- 
senommene Fliissigkeit so lange mit H,O gewaschen, bis das 
Waschwasser nicht mehr mit Silbernitrat reagierte. Das als 
Riickstand der iitherischen Lésung verbliebene fiiissige Gemisch 
wurde destilliert. Bei 120—135°, 15—20 mm gingen 80 ¢g 
eines Ols iiber, das sauren Charakter zeigte und sich durch 
die Beilsteinsche Probe als halogenhaltig erwies. 1 Teil 
dieses Ols erstarrte nach einiger Zeit, derselbe wurde durch 
Abnutschen getrennt und auf dem Tonteller getrocknet. Aus- 
heute 12 g. Schmelzp. 134° (unscharf). Das Ol, das noch 
unverseiften Ester darstellte, wurde mit verdiinnter 10°/,iger 
Salzsiiure unter lingerem Kochen hydrolysiert (200 ccm Salz- 
sure), bis der gréBte Teil des Oles gelést war. Vom un- 
gelésten Ol wurde abgetrennt und aus der salzsauren Liésung 
durch Ausithern noch 5 g des bei 134° schmelzenden Stoffes 
crhalten. Dieses Rohprodukt war noch nicht rein: 





') Eine sofortige Destillation des Siiurechlorids ist nicht zu emp- 
fehlen, da durch die Beimischung rasch Verkohlung eintritt. 
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8,1 mg Substanz (i. V.) gaben 7,205 mg AgCl. 
C,H,0,C1 Ber. 18,44°/, Cl 
Gef. 22,05°/, Cl 


Ks zeigte sich, daB der Mehrgehalt an Chlor durch cine 
beigemengte Saure bedingt ist, die mit Wasserdiimpfen fliichtig 
ist. Bei kleinen Mengen lieB sich der Mehrgehalt an Halogen 
durch Kochen mit Methylalkohol oder Wasser abspalten. Dic 
reine Siure schmilzt bei 127—128° (unter Zersetzung). Sic 
ist léslich in kaltem, leicht léslich in heiBem Wasser, Alkohol, 
Ather und Chloroform. Die wiBrige und alkoholische Lisung 
zeigen saure Reaktion gegen Lackmus und Phenolphthalein. 


Die Analyse ergab das Vorliegen von «,v-Dimethyl-y-chlor- 
itaconsiiure, 


27,5 mg Substanz (i. V.) verbrauchten 2,85 cem n/t0-NaOH. 


19,7 ,, a S a 12,84 ,, n/10-NaOH. 
97,2 ,, ‘s " t 10,57 ,, n/lL0-NaOH. 
52,06 _,, = »  gaben 38,49 mg AgCl. 

C,H,0,Cl Ber. 2,86 cem bzw. 12,44 bzw. 10,10 cein 


Ber. 18,44°/, Cl 
Gef. 18,29°/, Cl 


b) Zur Reinigung gré8erer Mengen der rohen Siure wurde 
dieselbe der Wasserdampfdestillation unterworfen. Dabei ging 
ein Produkt iiber, das schwer léslich in Wasser ist und das 
sofort im Destillat als Niederschlag erhalten wurde. Dieser 
Niederschlag wurde abgenutscht, abgepreBt und aus Alkohol 
umkrystallisiert. Ausbeute 1 g (aus 10 g Rohprodukt). 
Schmelzp. 154°. 

Die Dimethylchloritaconsiure selbst war nur in geringer 
Menge iibergegangen und ihre Hauptmenge konute aus dem 
Riickstand rein gewonnen werden. Sie zeigt dadurch dic 
Kigenschaft einer echten Itaconsiure. 


Die mit Wasserdimpfen fliichtige Siure krystallisiert in 
feinen Nadelchen, die teils in Drusen angeordnet sind. Sic 
ist leicht léslich in Alkohol und Ather, sehr schwer in heifem 
Wasser. Die alkoholische Lésung zeigt saure Reaktion gegen 
Lackmus und Phenolphthalein. 
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52,9 mg Substanz (i. V.) verbrauchten 2,97 cem n/10-KOHI zur 
Neutralisation. 

C,H,0,Cl Ber. einbasisch 3,56 emm n/10-KOH 

18,81 mg Substanz (i. V.) gaben 13,29 mg AgCl. 

C,H,0,Cl Ber. 23,91°/, Cl 
Gef. 23,81°/, Cl 

Die Analyse erwies, daB ein Stoff C,H,O,Cl vorlag, es 
war also durch Kohlensiureabspaltung aus «,y-Dimethyl-y- 
chloritaconsiiure ein Produkt entstanden, dem jedenfalls die 
Konstitution einer «-Methyl-y-chlor.8,y-pentensiure zukommt: 

H 
CH,—C—COOH 
H,0_C=OH 
Cl 

c) a) Das Natriumsalz der Dimethylchloritaconsiiure wurde 
heim Kindampfen der neutralisierten Lésung in weiBen Krusten 
erhalten, die undeutliche Blittchen zeigten. 

22,78 mg Substanz (105°) gaben 13,29 mg Na,SQ,. 

441... » (105° , 849 , Na,SO,. 

C,H,0,ClNa, Ber. 19,46°/, Na 
Gef. 18,9°/) Na bzw. 18,70°/, Na. 

8) Beim Einleiten von Ammoniak in die atherische Lisung 
der Dimethylchloritaconsiure scheidet sich sofort ein weiber 
flockiger Niederschlag ab, der nach dem Trocknen im Vakuum 
einen Schmelzp. 157° gab. Dieses Produkt wurde krystallinisch 
erhalten, wenn die mit Ammoniak gesiattigte methylalkoholische 
Lisung (0,5 g in 5 ccm) bis zur bleibenden Triibung mit Ather 
versetzt wurde. Die so erhaltenen feinen Niadelchen wurden 
getrocknet und zeigten ebenfalls den Schmelzp. 157° (unter 
Zersetzung). 

7,59 mg Substanz (i. V.) gaben 0,810 ccm N, (139, 736 mm Hg). 


C,H,,O.N, Ber. 12,63°/, N 
Gef. 11,84°/, N 


Das Produkt spaltete also aufSerordentlich leicht Ammo- 
niak ab. 

y) Zur Darstellung des Diithylesters wurden 5 g Dimethy]- 
chloritaconsiure in 40 ccm absolutem Alkohol gelést und 
trockenes Salzsiiuregas bis zur Siittigung eingeleitet, Nach 
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eintiigigem Stehen wurde zur Ausfillung des Est 
Wasser versetzt und das abgeschiedene Ol in 
genommen. Die itherische Lisung wurde mit W 
mit 5°/,iger Sodalésung gewaschen und getrocknet 
2,2 ¢ Kster. 

Die Darstellungsmethode mit Schwefelsiure 
alkohol gab bessere Ausbeute. 

10 g Dimethylchloritaconsiure wurden in 50 ; 
Athylalkohol gelést und nach Zusatz von 2g ko 
Schwefelsiure 4 Stunden am RiickfluBkihler gel 
Reinigung geschah wie oben. Ausbeute 9,5 g = 7: 

Der Ester zeichnet sich durch angenehmen, 
ithnlichen Geruch aus. Siedepunkt (nach Siwolo 

8,395 mg Substanz (i. V.) gaben 4,785 mg AgCl. 


2,90 a . » 5,882 ,, AgdJ. 
C,,H,,0,C1 Ber. 14,29°/, Cl 23,34°/, C 


Gef. 14,10°/, Cl 22,63°/, C 


O) Ein Versuch, das Halogen dieses Esters du 
zu ersetzen, fihrte nicht zum gewiinschten Erfolg. 

10 ¢ des Esters wurden in 10 ccm absolutem A 
gelist und eine Lésung von 1,8 g Natrium in 22 ¢ 
Athylalkohol (2 Mol.) zugegeben. Nach kurzer Z 
dicker voluminéser Niederschlag aus, der nach 
iiber Nacht und kurzem Erwirmen abgenutscht 
erwies sich als das Natriumsalz der Dimethylchlor 
denn nach dem Ansiuern und Ausithern wurde 
Dimethylchloritaconsiiure erhalten, wihrend ein |] 
unverseift geblieben war. Das Natriumithylat wirk 
verseifend') auf den Ester ein, 

War der Ersatz des Halogens durch Athoxyl 
ester nicht gelungen, so konnten eine Reihe von 
zeigen, daB auch in der Saure selbst das Halogen 
Hydroxyl?) zu ersetzen ist. 


1) Vgl. v. Peechmann, Chem. Ber. Bd. 28, S. 1626- 
Kinwirkung von Natriumiithylat auf Chlorcrotonsiiureester. 

*) Vgl. W. Wislicenus, Biklen u. Reutte, Lieb 
Chem. Bd. 863, S. 345 u. 362 (1908). 
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Beim Kochen der Saiure mit n-Natronlauge und folgendem 
Ansiiuern und Ausithern wurde das Ausgangsprodukt in einer 
Ausbeute von 80°/, zuriickerhalten. 

Da auch die Behandlung mit verdiinntem und konzen- 
triertem Barytwasser nicht den gewiinschten Erfolg hatte, wurden 
2@ der halogenisierten Siure mit 200 ccm einer 10°), igen 
Natronlauge 8 Stunden im Sieden erhalten. Nach dem An- 
siuern und Ausiithern waren nur noch 0,8 g = 40°/, des Aus- 
cangsprodukts zu erhalten. Der Rest war zerstért worden, 
denn die nach dem Ansiiuern mit Schwefelsiure und Ausiithern 
verbliebene Lésung gab nach Zusatz von Salpetersiiure und 
Silbernitrat eine starke Fillung von Silberchlorid, die nur zum 
Teil von der verwendeten Natronlauge herriihren konnte. 

Danach ist anzunehmen, daB wohl durch das Kochen mit 
10°/,iger Natronlauge in einem Teil des Produkts das Halogen 
durch Hydroxyl ersetzt wird, daB aber dann sofort die ent- 
standene Dimethyloxyitaconsiure als Homologes der /-Oxy- 
crotonsiiure unter der Kinwirkung der Lauge Siure- oder Keto- 
spaltung erleidet und so zerstért wird, wihrend der iibrige 
Teil nicht angegrifien worden ist. Kin solches, mit Alkali be- 
handeltes Produkt ergab nach der Reinigung: 

37,31 mg Substanz (i. V.) gaben 28,31 mg AgCl. 


C,H,0O,Cl Ber. 18,44°/, Cl 
Gef. 18,77°/, Cl 


Durch Erhitzen mit 2 n-Schwefelsiiure wurde die Abspal- 
tung ebenfalls nicht erreicht. 

é) Bei der Destillation im Vakuum geht die Dimethyl- 
chloritaconsiiure in ihr Anhydrid iiber. 2,0 g Siure wurden 
im Vakuum destilliert. Der Vorlauf (Wasser) konnte bei der 
veringen Menge nicht abgetrennt werden, bei 120 — 125°, 
15 mm gingen 1,2 g eines Ols iiber, das rasch erstarrte. Ks 
wurde in Ather aufgenommen und aus der getrockneten ithe- 
rischen Liésung wurde das Anhydrid erhalten. Schmelzpunkt 
des reinen Produkts 145°") Mit frisch destilliertem Dimethyl- 
anilin?) tritt sofort intensive dunkle Rotfirbung ein. 


*) Wird der Schmelzpunkt niedriger gefunden, so liegt ein Gemisch 
des Anhydrids und der Siiure vor. 
*) P. Pfeiffer, Chem. Ber. Bd. 51, S. 1824—1825 (1919). 








82 William Kiister, Hermann Maurer und Albert Palm, 


Bereits beim Stehen an der Luft bildet sich die Siiure 
zuriick, der Anhydridring ist daher sehr labil. 


¢) Bei der Destillation unter gewéhnlichem Druck wurden 
andere Resultate erhalten. 


3,0 g Dimethylchloritaconsiiure wurden mit freier Flamme 
destilliert. Bei 210—225° gingen Olige Tropfen iiber, die den 
charakteristischen Geruch nach bisubstituierten Maleinsiuren 
aufwiesen. Ausbeute!) 0,8 g. Das Ol war nach einiger Zeit 


teilweise erstarrt und wurde nun der Wasserdampfdestillation | 
unterworfen. Mit den Wasserdimpfen ging auBer dem Ol, das | 
sich im Destillat aufléste, noch etwas Dimethylchloritaconsiure. 


anhydrid tiber. Aus dem Riickstand wurde unverinderte J)i- 


methylchloritaconsiure gewonnen. Das Destillat wurde aus. | 


geiithert. Die atherische Lisung hinterlie® nach dem Trocknen 
ein Ol, in dem sich nach einiger Zeit Krystalle in Form von 
vier- und sechseckigen Blittchen zeigten, die in der Haupt- 
sache Dimethylitaconsiure sein diirften. 

Das Ol konnte seiner geringen Menge wegen (etwa 0,05 ¢' 
nicht weiter gereinigt noch analysiert werden, es diirfte aber 
in ihm das Anhydrid der Methy]-,,1‘-chlorithylmaleinsiure vor- 
liegen. 

Um diese Maleinsfiure in die Fumarsiure iiberzufiihren, 
wurde das Ol mit 10 ccm eines bei 60° gesiittigten Baryt- 


wassers”) 2 Stunden zum Sieden erhitzt. Nach dem Erkalten | 


wurde angesdiuert und ausgeiithert. Aus der getrockneten 
iitherischen Lésung wurde ein Ol] erhalten, das nach einiger 
Zeit im Vakuum schéne viereckige Blittchen zeigte, die teils 
in Drusen zusammengelagert sind. Jhr Aussehen unterscheidet 
sie wesentlich von den Blattchen der Dimethylchloritaconsiure 
und hat eine auffallende Ahnlichkeit mit dem des von Maurer 
aus dem Himatoporphyrindimethylather erhaltenen Produkts 
C,H,O,. Hier liegt jedenfalls das Derivat einer Fumarsiure 
vor, allerdings in so geringer Menge, daB die weitere Unter- 
suchung unmdglich war. 





1) Der gréBte Teil des Produktes verkohite. 
*) Vel. W. Kiister u. Hl. Maurer, Diese Zs. Bd 133, 8. 144 (1924). 
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Teil III. 


Bei der Reduktion des Methylacetylbernsteinsiiureesters 
mit Natriumamalgam in wiiBrig-alkoholischer Lésung hatten 
Fichter und Rudin ‘*) Dimethylparaconsiure erhalten in einer 
Ausbeute von 70°/,. Dies wurde nicht bestiitigt gefunden und 
daher die Darstellungsmethode (ohne besseren Erfolg) modi- 
fiziert. 

20 g Methylacetylbernsteinsiiureester wurden in 100 g 
80°/,igem Alkohol gelést. Nach Zugabe von 3 Mol. 4°/,igem 
Natriumamalgam und einigem Schiitteln war die Kisenchlorid- 
reaktion verschwunden. Dann wurde filtriert, angesiiuert, mit 
\ther extrahiert. Das aus dem Ather erhaltene Ol wurde zur 
Verseifung mit 100 ccm verdiinnter Salzsiure (S = 1,035) 
2 Stunden gekocht, bis vollstiindige Lisung eingetreten war. 
Nun wurde mit Ather extrahiert und aus dem Ather ein Ol 
erhalten, das rasch erstarrte. Die Krystallmasse wurde ab- 
geprebt. Ausbeute 4,5 ¢ = 33°/). Die Siiure zeigte die von 
Fichter und Rudin angegebenen EKigenschaften. Schmelzp. 131°. 
Sie liBt sich in der Hitze zweibasisch, in der Kilte einbasisch 
titrieren. 

10 ¢ Dimethylparaconsiiure wurden mit 0,05 g rotem 

Phosphor innig vermischt. und langsam 1,5 g¢ Brom zugefiigt. 
Die anfangs unter Feuererscheinung vor sich gehende Reaktion 
wurde durch zweistiindiges Erhitzen auf etwa 120° beendet. 
Danach wurde in Ather aufgenommen, vom Phosphor filtriert 
und die Lésung gewaschen. Aus der getrockneten iitherischen 
Lisung wurde ein Ol erhalten, das bromhaltig ist und nicht 
zn Erstarren zu bringen war. Es wurde zur Abspaltung 
von Bromwasserstoff lingere Zeit mit Wasser gekocht und 
durch Atherextraktion 0,8 g Rohprodukt erhalten. Nach der 
Reinigung war der Schmelzp. 110° unscharf. 

38,1 mg Substanz verbrauchten 2,09 cem n/10-KOH 

24,9 ,, 1.43 ,, n/l0 KOH 
zur Neutralisation. 

C,H,O, Ber. einbasiseh 2,44 bzw. 1,60 cem n/10-KOH. 


” ” 





1) Fichter u. Rudin, Chem. Ber. Bd. 37, S. 1615 (1904). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLVI. 3 
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Wahrscheinlich liegt hier das Lacton der fumaroiden Forn 
der Dimethyloxyitaconsiure (175°), verunreinigt mit Dimethy). 
paraconsaure vor. 

Bei einem Versuch zur Reduktion des Methylacetbernstein. 
siureesters war in der Kilte gearbeitet worden. Der Este 
wurde einige Zeit mit Natriumamalgam in einer Stépselflascli 


geschittelt und die alkalische Liésung angesiuert und aus. f 
geithert. Aus dem Ather wurde ein Ol erhalten, das inf 


Vakuum erstarrte, und nach dem Abpressen schéne weibe 
Nadeln gab. Schmelzp. 81°. Das Produkt ist schwer léslici 


in kaltem, leicht in heiBem Wasser, Alkohol und Ather. Lief 


wiiBrige und alkoholische Lésung reagieren sauer gegen Lack. 
mus und Phenolphthalein. 
78,9 mg Substanz (i. V.) verbrauchten 3,70 ecm n/10 KOH. 
80,0 ,, ‘ - . 3,47 ,, n/10-KOH. 
7,463 mg Substanz (i. V.) gaben 8,83 mg AgJ. 
C,H,,.0; Ber. einbasisch 3,87 cem bzw. 3,92 eem n/10-KOH 
Ber. 14,22°/, C,H, 
Gef. 14,6 °/, C,H, 
Danach liegt hier eine Estersiiure vor, der Methyloxyathy!- 
bernsteinséiuremonoithy lester. 
Zur Verseifung dieser Estersiure wurden 1,0 g in 50 ccm 
einer 25°/,igen Natronlauge gelést und 10 Tage geschiittelt. 
Nun wurde vorsichtig angesiuert, wobei nur eine schwache 


Kohlensiiureentwicklung zu beobachten war, und ausgeithert. 


Das aus dem Ather erhaltene O1 krystallisierte rasch in undeut- 
lichen Nadeln, die abgepreBt wurden. Ausbeute 0,032 g. Si 
zeigten einen Schmelzp. 105° Das Produkt ist léslich in 
heiBem Wasser, Alkohol und Ather. Die wiiBrige und alko- 
holische Lisung reagieren sauer gegen Lackmus und Phenol- 
phthalein. 


20,6 mg Substanz (i. V.) verbrauchten 2,30 cem n/10-KOH. 
C,H,.0; Ber. zweibasisch 2,34 cem n/10-KOH. 


Danach liegt hier die Methyloxyiithylbernsteinsiure vo 
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Beitrag zur Tryptophan—Aldehydreaktion. III.’) *) 


Versuche iiber die Tryptophanreaktion mit Formaldehyd und 
p-Dimethylaminobenzaldehyd. 
Von 


Ernst Komm. 


(Aus dem Laboratorium flir physfologische Chemie und Erndhrungsforschung an 
Dr. Lahmanns Sanatorium, Dresden-Weiber Hirsch.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. April 1926,) 


Vor einigen Jahren beschrieb ich gemeinsam mit Béhringer 
eine colorimetrische Methode zur T'ryptophanbestimmung in Pro- 
teinen*), welche auf der Farbreaktion zwischen Tryptophan und 
Aldehyden beruht und unter bestimmten Reaktionsbedingungen 
erhalten wird. Ich versetzte eine Lésung bzw. Suspension einer 
zu untersuchenden Tryptophan enthaltenden Substanz mit ver- 
diinnter Salzsiure, die Spuren Formaldehyd enthielt. Nach dem 
vorsichtigen Zusatz von konzentrierter Schwefelsiure erhielt ich 
bei Anwesenheit von gebundenem oder freiem Tryptophan eine 
charakteristische Blauviolettfirbung. In der Literatur ist die 
Angabe hiiufig zu finden, daB die damals von mir angegebenen 
Ausfiihrungsbestimmungen zur ‘T'ryptophan—Aldehydreaktion 
eine Modifikation der Voisenetschen Reaktion sind.*) Diese 


~~ 





1) Die Arbeiten in dieser Zs. Bd. 124, S. 287 (1923) u. Bd. 140, 5. 74 
(1924) sollen als Beitriige I. u. II. gelten. 

*) Die Beitriige III., IV. u. V. haben in zusammenfassender Dar- 
stellung als Habilitationsschrift der Technischen Hochschule Dresden 
vorgelegen. 

3) Komm u. Bohringer, Diese Zs. Bd. 124, 8. 287 (1923), 

*) Vgl. z. B. Fiirth u. Dische, Biochem. Zs. Bd. 146, 5. 275 (1924); 
ferner Hoppe-Seyler u. Thierfelder, Handb. Physiol.-Pathol.-Chem. 
Analyse, Berlin 1924, S$. 592. 
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Behauptung trifft durchaus nicht zu. Es ist vielmehr eine 
besondere Art der Ausfiithrung der Tryptophan—Aldehydreaktion, 
wie es die Reaktionen von Voisenet, von Adamkiewicz usw. 
auch sind. In der urspriinglichen Mitteilung iiber diese Re. 
aktion (a. a. QO.) bin ich auf die Einzelheiten der Ausfiihrung 
und Festlegung der einzelnen Daten nicht niiher eingegangen, 
Zum genauen analytischen Arbeiten mit der Methode war 
dieses jedoch unerléBlich, und ich habe es daher nach. 
geholt. 

Die Formol—Tryptophanreaktion ist sehr stark abhingig 
von den Konzentrationsverhiiltnissen der an ibr_ beteiligten 
Agentien. Es ist daher von Wichtigkeit, diese Konzentrations. 
verhiltnisse festzulegen. Als giinstigste Aldehydkonzentration 
fand ich einen Gehalt von 0,375 mg-°/, Formol fiir das ge- 
samte Reaktionsgemisch, 

Die Konzentration der Salzsiiure wird am vorteilhaftesten 
bei 10°/, gehalten. Als Konzentration der Schwefelsiiure in 
der Reaktionslésung ergibt sich als am geeignetsten das Volum. 
verhiltnis : Kubikzentimeter Gesamtreaktionsgemisch : Kubik- 
zentimeter konzentrierter Schwefelsiiure = 2: 1. 

Unter Beriicksichtigung dieser Daten ist der folgende Gang 
zur Anstellung der Formol—Tryptophanreaktion empfehlensweri. 
Kine bestimmte Menge (5 ccm) einer tryptophanhaltigen wiit- 
rigen Lisung wird mit der gleichen Menge (5 ccm) 10°/, iger 
Salzsiiure versetzt, welche so viel Formol enthilt, daB das zu 
hereitende Gesamtreaktionsgemisch etwa 0,375 mg-°/,ig an 
dem Aldehyd ist. Dann wird die doppelte Menge (10 ccm 
konzentrierter Schwefelsiiure hinzugefiigt und allmihlich iiber 
die Gesamtiliissigkeit verteilt. Dabei entsteht die Farbreaktion, 
deren Farbton zwischen einem blau- bis rotviolett schwankt. 
fiir colorimetrische Vergleiche wirkt diese Farbtonschwankung 
bisweilen stérend. Sie kann durch Kinschalten von Glasfiltern 
leicht beseitigt werden. 

Durch weitere Versuche wurde eine genaue Proportionalitiit 
der Farbstoffreaktion bei verschiedenen Tryptophanmengen fest- 
gestellt. Fiir die Brauchbarkeit der Reaktion fiir die Trypto- 
phanbestimmung war diese Tatsache yon Wichtigkeit. Aucl 
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bei Verdiinnungsversuchen an fertigen Reaktionsproben wurde 
ein proportionaler Abfall der Farbstiirke beobachtet. 

Die Priifungen itiber den EinfluB der Zeit auf die Farb- 
stiirke der Formol—Tryptophanreaktion ergaben, daB erst in 
etwa 5 Tagen die gréBte Farbintensitiit der Reaktion mit freiem 
Tryptophan erreicht wird. Setzt man diesen Neaktionsproben 
in sehr geringer Menge oxydierende Agentien hinzu, so ist die 
srbBte Farbstirke in ganz kurzer Zeit vorhanden. Jedoch 
blaBt die Farbung sehr bald wieder ab. GréBere Mengen von 
Oxydationsmitteln zerstéren die Farbreaktion. Ebentalls redu- 
zierende Kinwirkungen zerstéren den Farbstoff. 

Die Reaktion mit Formaldehyd hat einige Nachteile auf- 
zuweisen. Vor allem ist die groBe Empfindlichkeit gegeniiber 
der Aldehydkonzentration hier zu nennen. Geringe Uber- 
schreitungen der vorhin angefiihrten Konzentrationsgrenze stort 
den Farbton der Reaktion durch einen dunkelgelben Nebenton 
oder durch allzu geringe Farbintensitit. Ferner ist es bis- 
weilen fiir den colorimetrischen Vergleich stérend, wenn der 
Farbton der Reaktion von rot- bis blauviolett schwankt. Wenn 
sich dieser Nachteil auch durch Farbgliiser ausgleichen lift, 
so kénnte er doch die quantitative Bestimmung ungenau machen. 
Ich suchte daher einen anderen Aldehyd, der diese unerwiinschten 
Kigenschaften beim londensieren mit Tryptophan nicht autf- 
weist. In dem p-Dimethylaminobenzaldehyd fand ich diesen. 
Die Tryptophanreaktion mit diesem Aldehyd fihrt zu einem 
einheitlichen blauen Farbton, der keinen Schwankungen unter- 
liegt. Die Empfindlichkeit der Reaktion gegeniiber der an- 
sewandten Aldehydmenge ist hier weit geringer als bei dem 
Formol. 

Ich priifte die einzelnen Kigenschaften der Tryptophan- 
reaktion mit p-Dimethylaminobenzaldehyd nach dem von mir 
beschriebenen Prinzip der Ausfiihrung und gelangte dabei zu 
den folgenden Daten. 

In bezug auf die Spezifitit der Reaktion fand ich, dab 
nur das Tryptophan und -— diese Aminosiure enthaltende — 
KiweiBsubstanzen die Reaktion positiv ergeben. Da der Di- 
methylaminobenzaldehyd im allgemeinen sehr viele Farbreak- 
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tionen mit Stoffen gibt, war diese Feststellung der Spezifiti; 
unter den Proteinen und EiweiBabbauprodukten fiir day 
Tryptophan von Wichtigkeit. 

Die Empfindlichkeit der Reaktion war nicht so groB wie 
die der Tryptophan—Formaldehydreaktion. Nur bis zu einer 
Tryptophankonzentration von 1:125000 hinunter war die Re. 
aktion deutlich erkennbar. 


Bei der Untersuchung der besten Konzentrationsverhiltnisse | 


der Tryptophan—Dimethylaminobenzaldehydreaktion konnten die 
nachfolgenden Daten festgelegt werden. Als Grenzen der ge. 
eignetsten Aldehydkonzentration auf das Gesamtfliissigkeits. 
volumen berechnet ergaben sich 0,01—0,075°/,. Die Sulz- 
siure kam am vorteilhaftesten in 10°/,iger Losung in Anwen. 
dung und die Schwefelsiurekonzentration war am geeignetsten 
in dem Verhialtnis: Gesamtflissigkeitsmenge zur angewandten 
Menge konzentrierter Schwefelsiure wie 2:1. Nach der Fest- 
legung dieser Verhiltnisse kann fiir die Anstellung der Di- 
methylaminobenzaldehyd—Tryptophanreaktion der folgende Gang 
empfohlen werden: Kine bestimmte Menge einer tryptophan- 
haltigen Lésung (2 ccm) wird mit der gleichen Menge (2 ccm 
einer 0,25°/,igen Aldehydlésung in 10°/jiger Salzsiure und 
der dreifachen Menge (6 ccm) einer 10°/,igen Salzsiure ver- 
setzt. Das Lésungsgemisch wird dann mit der gleichen Menge 
(10 ccm) konzentrierter Schwefelsiiure unterschichtet. Bei dem 
vorsichtigen Verteilen der Schwefelsiure iiber das Gesamt- 
volumen tritt die Farbreaktion ein. 

Die Priifung der proportionalen Zu- bzw. Abnahme der 
Reaktionsfarbstiirke mit der Tryptophankonzentration nahm 
ich eingehend vor. Diese ergab, daB die Veranderung der 
Farbintensitét proportional mit der Menge des zur Reaktion 
gelangenden ‘T'ryptophans erfolgt. Die Reaktion mit p-Di- 
methylaminobenzaldehyd diirfte aus diesem Grunde fiir eine 
kolorimetrische Bestimmung des Tryptophans wohlgeeignet 
sein. 

Die Untersuchungen iiber den EinfluB der Zeit auf die 
Farbstirke der Dimethylaminobenzaldehyd—Tryptophanreaktion 
lassen erkennen, daB die maximale Farbintensitit erst nach 
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etwa 21/, bis 3tigigem Stehen bei der Verwendung von freiem 
Tryptophan zum Reaktionsansatz erreicht ist. 

Sehr geringe Mengen eines Oxydationsmittels fiihren bei 
der Mitverwendung zum Ansatz der Tryptophan—Dimethyl- 
aminobenzaldehydreaktion eine sehr beschleunigte Erreichung 
der gréBten Farbintensitat herbei. GréBere Mengen Oxydans 
stéren die Anstellung der Reaktion und sind auch imstande, 
den Farbstoff einer bereits fertigen Reaktionsprobe zu _ver- 
nichten. Bei geringem Zusatz beférdern sie zwar zuniichst 
die schnelle Erreichung des Farbmaximum, dann aber blaBt die 
Farbung sehr bald ab und verschwindet im Laufe kurzer 
. Zeit vollstindig. Starke Reduktionsmittel zerstéren ebenfalls 
die Farbreaktion. 

Nach den bisherigen Ermittelungen verhalten sich die 
beiden Tryptophanreaktionen mit Formol und Dimethylamino- 
benzaldehyd in den wesentlichen EKigenschaften gleich. Die 
Dimethylaminobenzaldehydreaktion hat die bereits dargelegten 
Vorziige vor der Formolprobe. Ich benutze sie daher zu den 
weiteren Versuchen vornehmlich. 


Experimenteller Teil. 


I. Die Reaktion mit Formaldehyd. 


Zur Herbeifiihrung der Farbreaktion sind seinerzeit die 
folgenden Bedingungen als die giinstigsten festgestellt worden: 
Den in verdiinnter Salzsiure gelésten Aldehyd l4Bt man unter 
Hinzufiigen von konzentrierter Schwefelsiiure auf eine Trypto- 
phan enthaltende Substanz einwirken. Ks tritt die Reaktion 
darauf sofort ein. Die Priifung der Eindeutigkeit dieser Re- 
aktion fiir die Tryptophankomponente des EiweiBes und die 
Priifung der Empfindlichkeit sind bereits eingehend vor- 
genommen. Ks waren in erster Linie die folgenden Unter- 
suchungen noch durchzufiihren: 

1. KinfluB der Konzentration der Reaktionsfak- 
toren auf den Ausfall der Reaktion. Es handelte sich 
larum, die geeignetsten Konzentrationsverhiltnisse der an der 
Reaktion beteiligten Agentien festzustellen, bei denen die 
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stirkste Intensitaét und charakteristische Art der Farbbildung 
am giinstigsten erreicht wird. Zunichst priifte ich hierzu die 
Beeinflussung der Reaktion durch eine wechselnde Aldehyd- 
menge. Bereits ein geringes Zuviel an Aldehyd verhinderte 
das Kintreten der Reaktion. Das Reaktionsgemisch firbte 
sich nur braungelb. Den Formaldehyd setzte ich einer 10°/ igen 
Salzsiure zu und zwar so, dab diese 1. 1°/,ig, 2. 0,1°/ ig, 
3. 0,01°/,ig, 4. 0,005°/,ig, 5. 0,002°/,ig, 6. 0,0015°), iv, 
7. 0,001°/,ig, 8. 0,0005°/,ig und 9. 0,0001°/,ig an Form. 
aldehyd war. Die Reaktion wurde wie folgt angestellt: 5 ccm 
einer T'ryptophanlésung wurden mit je 5 ccm 10°/,iger Salz. 
siure verschiedenen Formolgehaltes 1.—9. versetzt. Zu diesen 
Gemisch fiigte ich dann je 10 ccm konzentrierter Schwetel- 
siure hinzu und schiittelte das gesamte Flissigkeitsgemisch 
solange bis keine gasférmige Salzsiure mehr entwich. Im 
Versuch mit Salzséiure 1.—3. war nur eine schmutzigbraune 
Farbung entstanden; in 4. war die blaue Farbe der Reaktion 
ebenfalls noch durch einen braunen Ton getriibt. Erst von 
Versuch 5. ab war die Fiarbung eine rein blauviolette. Die 
Proben 5. bis 9. kamen dann im Dubosqkolorimeter zum Ver- 
gleich und ergaben, da die Proben 5 bis 7 in der Farb- 
stirke untereinander gleich waren, wihrend 8. und 9. nicht 
die gleiche Intensitit erreichten. Die Aldehydkonzentration 
dieser drei ersten Proben konnte daher als die giinstigste fiir 
die Ausfiihrung der Reaktion betrachtet werden. Die Proben 


enthielten auf die Gesamtfliissigkeit berechnet: 5. 0,0005°/,, 
6. 0,000375°/,, 7. 0,00025°/, Formaldehyd. Ich wihlte fiir 


die Ausfiithrung spiiterer Farbreaktionen die Konzentration av 
Formol der Probe 6 und stellte mir salzsaure Formollésungen 
her, mit deren Hilfe ich fiir die spiiteren Versuchsreihe: 
diese Formolkonzentration in dem Gesamtreaktionsgemisch be- 
reiten konnte. 

Als zweiter Reaktionsfaktor war die geeignetste Konzen- 
tration der Salzsiiure festzustellen. Qualitativ lieB sich bereits 
wahrnehmen, da bei starker Siurekonzentration die Intensitiit 
der Farbreaktion schwicher war als bei geringerer Konzen- 
tration an Salzsiure. Ich priifte nun diese Verhiltnisse wie 

















Beitrag zur Tryptophan—Aldehydreaktion. IIL. 41 


folgt nach: Zu je 5 ccm einer Tryptophanlésung wurden je 
iecm 7,5 mg®/,iger Hormaldehydlésung in 10°/,iger Salzsiiure 
hinzugesetzt und ferner: 1. 37°/jige, 4. 25°/,ige, 3. 20°/, ige, 
4, 15°/,ige, 5. 10°/,ige, 6. 5°/,ige Salzsiiure (je 4 ccm) und 
7. 4ccm destilliertes Wasser. Die so angesetzten Proben 
wurden mit je 10 ccm konzentrierter Schwefelsiiure unter- 
schichtet und durch allmiahliches Verteilen der letzteren auf 
die Gesamtfliissigkeit die Farbreaktion hergestellt. Die Proben 
wurden dann im Kolorimeter miteinander verglichen. 

Die Versuche 4. und 5. hatten die gréBte Farbstiirke er- 
reicht. Die Konzentration der Salzsiiure in diesen beiden 
Proben scheint mithin die geeignetste fiir die Ausfiihrung der 
Reaktion zu sein. Weitere Versuchsreihen wurden zur gleichen 
Prifung angesetzt. Sie ergaben ebenfalls, daB die Konzen- 
tration 10—15°/,ig an Salzsiiure die geeignetsten zur Er- 
reichung der Reaktionsintensitit sind. Fiir die weitere Aus- 
fiihrung der Reaktion benutzte ich mithin 10°/,ige Salz- 
saure. 

Bei dem dritten an der Reaktion beteiligten Agens — 
der Schwefelsiure — liegen die Verhialtnisse ihnlich wie bei 
der Salzsiure. ZurErmittlung der giinstigsten Konzentration an 
Schwefelsiure fiigte ich zu je 5 ccm einer Tryptophanlésung 
hinzu: je 1 com 7,5 mg”/ 
siure und ferner: 


oiger Formollésung in 10°/,iger Salz- 


9eem 10°/,iger Salzsiure + 5 ccm konz. Schwefelsiiure. 


2. Tecm "A - + Teccem os 
3. 4 ccm ™ 99 + 10 cem ‘i 
4. 2 ccm ‘a 8 + 12 ccm ms 
2. — - ” 14 com o 


In der Versuchsreihe waren auffallige Unterschiede in der 
Farbintensitit und im Farbton deutlich bemerkbar. Mit dem 
Anstieg der Schwefelsiiurekonzentration ging der Farbton in 
rot tber, so dab ein kolorimetrischer Vergleich sehr erschwert 
war. Aus den kolorimetrischen Vergleichen war zu entnehmen, 
daB die Versuche 3. und 4. die giinstigsten Reaktionsverhilt- 
nisse aufweisen. Es ist mithin eine Konzentration an Schwefel- 
siure als geeignetste anzusehen, die das Volumverhiltnis ccm 
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Gcesamtreaktionsgemisch: ccm konzentrierter Schwefelsiiure 
2:1 aufweist. 

Unter Beriicksichtigung der erhaltenen Ergebnisse ist der 
beste Gang fiir die Anstellung der Tryptophan—Formolreaktion 
der folgende: Kine bestimmte Menge einer tryptophanhaltigen, 
wiBrigen Lésung (z. B. 5 ccm) wird mit der gleichen Menge 
(5 ccm) 10°/,iger Salzsiure versetzt, welche soviel Formol ent- 
halt, daB das zu bereitende gesamte Reaktionsgemisch etwa 
0,375 mg°/,ig an dem Aldehyd ist. Konzentrierte Schwefel- 
siure wird dann in der doppelten Menge (10 ccm) der Trypto- 
phanlésung hinzugefiigt und durch vorsichtiges Schiitteln des 
GefaiBes iiber die Gesamtfliissigkeit verteilt. Es entsteht dabei 
die blauviolette Farbreaktion. 


2. Prifung der Proportionalitat der Reaktion. 
Kiir die Brauchbarkeit der Formol—Tryptophanreaktion zur 
quantitativen Tryptophanbestimmung war es von entscheiden- 
der Bedeutung, daB mit den Tryptophankonzentrationsinde- 
rungen die Intensitit der Farbreaktion proportional ab- bzw. 
zunimmt, Zur Klirung dieser Frage stellte ich die folgenden 
Versuchsreihen an. Zu je 5ccm einer 10°/,igen Salzsiure, 
die an Formol 1,5 mg-°/,ig war, setzte ich hinzu: 


1. 5 eem ‘Tryptophanlisung 


2. 4 cem - + 1eem Wasser 
3. 2,5 ecm - + 2,5cem ,, 
4. 1 ccm " + 4 ecm - 


Das Gemisch unterschichtete ich mit je 10 ccm konzen- 
trierter Schwefelsiure. Nach guter Durchmischung wurden die 
Proben untereinander im Colorimeter verglichen. In dieser 
Weise setzte ich noch weitere Proben an, berechnete den 
Fehler prozentual auf das zu erwartende Resultat und_ be- 
zeichnete ihn mit dem Vorzeichen plus oder minus — je nach- 
dem er iiber oder unter dem angewandten Werte lag. Es 
wurde so festgestellt, daB die Fehlergrenze im Mittel um etwa 
+1°/, hegt. 

Ferner wurden Verdiinnungsversuche zur Feststellung der 
Proportionalitiit angesetzt. Diese ergaben, daB bei der Ver- 
diinnung fertiger Reaktionsproben die Farbstiirke proportional 
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verindert wird. Die Proportionalitait scheint auf Grund 
dieser Versuche in praktischen Grenzen vollkommen zu_be- 
stehen. | 

3. Die Verinderung der Farbintensitat der Tryp- 
tophan—Formolreaktion durch den HinfluB der Zeit. 
Es war von Interesse, festzustellen, in welcher Zeit nach dem 
Ansetzen der Reaktion das Maximum der Farbintensitiit er- 
reicht ist. Durch Vorversuche war festgestellt worden, daB 
die Farbintensitit mit dem Alter der Reaktion zunimmt. Um 
diese Wahrnehmung zu kontrollieren, setzte ich zuniichst einige 
Reaktionsproben an (5 ccm ‘Tryptophanlésung + 5 ccm 10°/,- 
iger Salzsdure, 1,5 mg-°/,1g an Formol + 10 ccm konzentrierte 
Schwefelséure) und lieB sie in bedeckten GefiBen 10 Tage 
lang stehen. Diese alten Reaktionsproben verwandte ich als 
Standardlésungen, nachdem ich zunichst gemessen hatte, daB 
durch das lange Stehenlassen die Proportionalitit der Farb- 
stirken der einzelnen Proben untereinander die gleiche ge- 
blieben war. Ich setzte mehrere neue Reaktionsproben gleicher 
Zusammensetzung wie die Standardproben an und verglich sie 
mit jenen alten Reaktionen im Dubosqcolorimeter. 

Aus diesen Vergleichsbestimmungen war zu entnehmen, 
daf die mit freiem Tryptophan angesetzten Reaktionen erst 
in etwa 5 Tagen ihre maximalste Farbstirke erreichen. Weitere 
in dieser Richtung angestellten Priifungen ergaben gleiche Re- 
sultate. Das Licht hatte keinen KinfluB auf die Erreichung 
der maximalen Farbstiirke. Dem Sonnenlicht ausgesetzte Re- 
aktionsproben nahmen an Farbstirke gleich zu wie im Schatten 
aufgehobene Proben. 

4, Der EKinfluB von Oxydationsmitteln auf die 
Tryptophan—Formolreaktion. Gibt man zu einer Reak- 
tionsprobe ein stairkeres Oxydationsmittel, so wird die Farbe 
zerstért.!) Kbenfalls beim Einschalten des Oxydationsmittels 
in das Ansetzen der Probe wird das Eintreten der Farbreaktion 
verhindert. Untersucht in dieser Hinsicht wurden vor allem 
Nitrit und Wasserstoffsuperoxyd. Beide stérten bereits in ver- 


') Auch Reduktionsmittel zerstéren die Farbreaktion. 
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haltnismiBig geringer Konzentration die Tryptophan—Formol- 
probe. Nur in ganz geringen Mengen den Reaktionsproben 


zugefiigt bewirkten sie ein sehr beschleunigtes Kintreten der 


Reaktion mit maximaler Farbstirke. Am Nitritzusatz habe 
ich diese Verhiiltnisse niher gepriift und dazu die folgenden 
Versuchsreihen angesetzt. 

Je 5 ccm einer Tryptophanlésung wurden mit 5 ccm einer 
10°/,igen Salzséure, die 1,5 mg-°/, Formaldehyd enthielt und 
10 ccm konzentrierter Schwefelsiiure versetzt. Dann fiigte ich 
zu Versuch 1. 0,0 com; 2. 0,04 com; 3. 0,08 ccm; 4. 0,12 ccm: 
5. 0,20 com und 6. 0,40 com 0,05°/,ige Nitritlésung in Wasser 
hinzu. 

Bereits mit bloBem Auge waren nach dem Nitritzusatz 
wesentliche Unterschiede erkennbar. Wihrend Versuch 1. 
normale Farbstiirke aufweist, so sind die Versuche 2.—4. deut- 
lich stirker gefirbt. Die Versuche 5. und 6. dagegen verlieren 
den violetten Farbton und sind rotgelb gefirbt. Die einelnen 
Versuche wurden im Colorimeter miteinander verglichen. Die 
dabei erhaltenen Werte zeigen, daB kurze Zeit nach dem An- 
setzen der Versuche die Proben mit Nitritzusatz wesentlich 
stiirkere Farbintensitiit aufweisen als Probe 1. ohne Zusatz des 
Oxydans. Die Werte lieBen weiterhin erkennen, da bei 
langerem Stehen der Versuchsproben die mit Nitrit versetzten 
Reaktionen allmihlich wieder abblassen. LaBt man diese 
Proben noch langere Zeit stehen, so kann man ohne Colori- 
meter deutlich erkennen, daB die Farbstirke sehr wesentlich 
nachlaft und schheBlich eine kaum gefarbte Fliissigkeit zuriick- 
bleibt. Allem Anschein nach tritt allmahlich Oxydation und 
damit Zerstérung des Farbstoffes ein. 

Weitere Versuchsreihen wurden in der gleichen Art an- 
gesetzt, um zu priifen, ob der Oxydanszusatz in einem be- 
stimmten Verhiiltnis zur angewandten Tryptophanmenge oder 
zur Aldehydmenge steht. Jedoch ergaben diese kein charak- 
teristisches Ergebnis. In praktisch auswertbaren Grenzen 
scheint eine direkte Beziehung nicht zu bestehen. 

5. Der EinfluB von EKiweif und Kiweibbausteinen 
auf die Tryptophan—Formolreaktion. a) EKiweiB: Be- 














Beitrag zur Tryptophan—Aldehydreaktion. III. 45 


obachtungen ergaben, dab das Farbmaximum der Tryptophan— 
Kormolreaktion verschieden schnell eintritt, je nachdem treies 
Tryptophan oder in Proteinen gebundenes Tryptophan bzw. 
freies Tryptophan in an sich tryptophanfreier EKiweiBlésung 
(z. B. Gelatinelésung) zur Reaktion angewandt wurde. Das 
Maximum der Farbstiirke trat in erheblich kiirzerer Zeit ein, 
wenn Tryptophan in Proteinlésung zur Reaktion kam. AuBerlich 
hatten also die Proteine eine iihnlich die Reaktion in ihrem 
Verlauf beschleunigende Wirkung wie Oxydationsmittel. Diese 
Seobachtung verfolgte ich quantitativ messend im Colorimeter 
und setzte dazu noch folgende Versuchsreihen an. Zu je 
5 cem einer Tryptophanlésung wurden hinzugesetzt: 


/ 


1. 2,5 eem | 10°/,ige Salzsiure, | + 2,5 cem 10°/,iger Salzsiiure 


Ato) 
3 mg-°/, Formol + 2.5 eem 7°/,iger Gelatinelésung 
enthaltend 


in 10°/,iger HCl. 


+ 2,5 cem 


Das Lésungsgemisch wurde dann mit je 10 ccm konzen- 
trierter Schwefelsiiure versetzt und im Colorimeter mit einer 
) Tage alten Reaktionsprobe, die wie Versuch 1. bereitet war, 
als Standard verglichen. Die dabei erhaltenen Werte zeigten, 
dab die Versuche 2. und 3. mit Gelatinezusatz in 2-5 Stunden 
die gréBte Farbstiirke erreichten, wiihrend Versuch 1. ohne den 
Zusatz von Gelatine in dieser Zeit normalerweise noch weit 
von dem Farbmaximum zuriicksteht. 

Weitere Versuchsreihen mit Gelatinezusatz wurden an- 
gestellt, und es konnten gleiche Resultate erzielt werden. Bei 
geringen Gelatinekonzentrationen jedoch verzégerte sich die 
Krreichung des Farbmaximums zum Teil erheblich im Ver- 
hiltnis zu der oben beschriebenen Versuchsreihe. Genauere 
Untersuchungen hieriiber werden in der niichsten Mitteilung 
beschrieben. 


Die Reaktionsproben mit Gelatinezusatz blaBten in bezug 
auf ihre Farbstiirke bei langerem Stehen nicht ab — im 
Gegensatz zu den mit Nitrit versetzten. Ks lag also allem 
Anschein nach eine oxydierende Wirkung nicht vor, und 
andere Faktoren in der Gelatine miissen verantwortlich sein 
fiir die beschleunigte Herbeifiihrung des Farbmaximums. 
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b) EiweiBbausteine: Es wurden seinerzeit EKiweiBbau- 
steine daraufhin untersucht, ob sie ahnlich wie Gelatine eine 
beschleunigende Wirkung in bezug auf die Erreichung des 
Farbmaximums auf die Tryptophan~Formolreaktion ausiiben, 
Dabei konnte festgestellt werden, da8 nur Prolin, Prolinderi- 
vate und diese Aminosiiure enthaltende Verbindungen befihigt 
sind, eine intensive Farbreaktion mit maximaler Starke in 
kurzer Zeit herbeizufiihren. Alle anderen untersuchten Eiweil- 
abbaustoffe verhielten sich der Reaktion gegeniiber voéllig neutral, 

Die mit Prolinderivaten in ihrer maximalen Stirke be- 
schleunigt herbeigefiihrten Reaktionen konnten lange Zeit ge- 
halten werden, ohne daf ihre Farbstirke nachlieB. Sie unter- 
schieden sich also auch hierin von denen mit geringer Menge 
Oxydans angesetzten Proben, welche bald abblaBten. 

Um die reaktionsbeschleunigende Wirkung des Prolin auch 
quantitativ festzulegen, setzte ich die folgende Versuchsreihe 
an und verglich die erhaltenen Reaktionen im Colorimeter. 
Zu 5 ccm einer Tryptophanlésung wurden neben je 2,5 ccm 
10°/,iger Salzsiure, 3 mg-°/,ig an Formol, hinzugefiigt: 1. 2,5 ecu 
10°/,iger Salzsiiure, 2. und 3. je 2,5 ccm 3°/,ige Prolinlésung 
in 10°/,iger Salzsiiure. Das Lisungsgemisch wurde mit 10 ccm 
konzentrierter Schwefelsiiure unterschichtet und allmiihlich ver- 
mischt. Als Standard diente eine alte Tryptophan—Formol- 
reaktion, welche wie Probe 1. angesetzt war und die grohte 
Farbintensitit erreicht hatte. 


Colorimeter.’) 











—— a ane 2 3 
15 Minuten 7,00 23,11 13,22 11,56 
9 7,00 22,40 8,75 8,04 
3 Stunden 7,00 22,54 7,43 7,01 
“ies 7,00 22,32 7,05 6,89 
6 , 7,00 22,30 7,12 6,86 











1) Die Spalten enthalten die auf der Colorimeterskala nach der 
Kinstellung abgelesenen Werte. Die Einstellung und Ablesung wurde 
stets fiinfmal vorgenommen, Der Mittelwert aus diesen Ablesungen ist 
angegeben. 
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Die Versuchsergebnisse beweisen, da Prolin beschleunigend 
auf den maximalen Ausfall der Reaktion einwirkt. Versuchs- 
probe 2. und 3. haben in etwa 3—6 Stunden bei Zusatz von 
Prolinlésung die gré8te Farbstiirke erreicht, wahrend Probe 1. 
in dieser Hinsicht nach bekannten Verhialtnissen verliuft. Die 
weitere Priifung dieser festgestellten ''atsachen wird in der 
nichsten Mitteilung beschrieben. 


II. Die Reaktion mit p-Dimethylaminobenzaldehyd. 


Unter aibnlichen Bedingungen wie beim Formaldehyd aus- 
fiihrlich beschrieben, verliuft die Reaktion mit p-Dimethylamino- 
benzaldehyd. GemiB dem von mir seinerzeit vorgeschlagenen 
Modus zum Ansetzen der ‘Tryptophan—Aldehydreaktionen ver- 
setzte ich eime verdiinnte Salzsiure, die in geringer Menge 
Dimethylaminobenzaldehyd enthielt mit einer wiBrigen ‘Tryp- 
tophanlésung und unterschichtete dieses Lésungsgemisch mit 
konzentrierter Schwefelsiiure. Beim allmihlichen Verteilen der 
Schwefelsiure auf die gesamte Fliissigkeit entstand eine intensiv 
tiefblaue Fiirbung. 

Wurde eine wibrige dimethylaminobenzaldehydhaltige 
Tryptophanlésung mit Schwefelsiure versetzt, so entstand héch- 
stens eine sehr schwachdunkle Farbreaktion. Erst nach langem 
Stehen wurde die Reaktion intensiver. Versetzt man eine 
Tryptophanlésung allein mit einer dimethylaminobenzaldehyd- 
haltigen, verdiinnten Salzsiure, so tritt keine Reaktion ein. 
Beim Kochen dieses Gemisches tritt allmihlich eine schwache 
Karbreaktion auf. 

Die Priifung dieser Tryptophan—Dimethylaminobenzalde- 
hydreaktion auf Eindeutigkeit, geeignetste Konzentrationsver- 
hiltnisse usw. nahm ich in gleicher Weise vor wie bei der 
Kormaldehydreaktion. Die dabei erhaltenen Daten sind nach- 
folgend wiedergegeben. 

1. Eindeutigkeit der Tryptophan—Dimethylamino- 
benzaldehydreaktion. Die Prifung der Spezifitit dieser 
Reaktion erfolgte durch Anstellen der Probe mit tryptophan- 
treien KiweiBstoffen und KiweiBbausteinen. Das Ergebnis dieser 
Priifung bestand — wie zu erwarten — darin, daB nur das 
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Tryptophan und tryptophanhaltige Eiweifstoffe eine positive 
Reaktion aufweisen. Alle anderen Eiweifsubstanzen reagierey 
nicht mit Dimethylaminobenzaldehyd. Die Reaktion darf it. 


hin als streng spezifisch fiir den Eiwei8baustein Tryptophan 
angesprochen werden. 


2, Priifung der Empfindlichkeit der Reaktion. 7Zy 
diesen Untersuchungen wurden sehr stark verdiinnte Trypto- 
phanlésungen hergestellt und an ihnen gepriift, welche Kon- 
zentrationen noch eine positive Reaktion zeigten. Das Ergebnis 
war das folgende. 








Konzentration der Ausfall der Farb- 
Try ptophanlisung reaktion 

1: 50000 positiv 

1: 75000 

1 : 100000 ae 

1; 125000 sehr schwach positiv 

1 : 150000 negativ 

1 : 200000 “ 





In reinem 'T'ryptophanlésungen erhiilt man also bis 2u 
einer Konzentration von 1:125000 hinunter positive Farb- 
reaktion. Durch Zusatz von Gelatinelésung kann man bei noch 
geringeren Konzentrationsverhiltnissen eine positive ‘l'ryptophan- 
reaktion erzielen. Die Dimethylaminobenzaldehyd—Tryptophan- 
reaktion ist etwas weniger empfindlich als die Formaldehyd- 
reaktion. 

3. EinfluB der Konzentration der beteiligten 
Stoffe auf die Reaktion. Ks war auch bei der Reaktion 
mit Dimethylaminobenzaldehyd notwendig, die Bedingunger 
aufzufinden, unter denen die Reaktion am giinstigsten an- 
zustellen ist. Hierzu gehért die Feststellung des Kinflusses 


der Konzentrationen der agierenden Substanzen auf den Aus- 
fall der Farbreaktion. 


Zuerst wurden Untersuchungen iiber den Konzentrations- 
einflu8 des Dimethylaminobenzaldehyds angestellt. Bereits 
durch Vorversuche wurde erwiesen, daB die Menge des Alde- 
hyds weit gréBer sein muB zur Erzielung einer guten Farb- 
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reaktion als bei dem Formaldehyd. Die Grenzen der Alde- 
hydkonzentrationen, innerhalb denen gute Reaktionen auftreten, 
sind ebenfalls relativ weiter voneinander verschoben. Zur 
Feststellung der geeignetsten Aldehydkonzentration stellte ich 
die folgenden Versuchsreihen an, Zu je 2 ccm einer Trypto- 
phanlésung fiigte ich je 6 ccm 10°/,iger Salzsiure hinzu und 
je 2 ccm einer Dimethylaminobenzaldehydlésung in 10°/,iger 
Salzsiiure von der Konzentration: 1. 5°/,ig, 2. 2,5°/,ig, 3. 1°/,ig, 
4. 0,75°/, ig, 5. 0,5°/,ig, 6. 0,25°/,ig, 7. 0,1°/,ig, 8. 0,05°/, ig 
und 9. 0,01°/,ig. Das Loésungsgemisch unterschichtete ich 
dann mit je 10 ccm konzentrierter Schwefelsiure, und beim 
Durchmischen mit der letzteren trat die Reaktion auf. Bei 
den Aldehydkonzentrationen itiber 1°/,ig fallt die Farbreaktion 
zunichst gelblich aus, geht dann iiber einen rétlichen Ton 
allmiihlich in blau iiber. Die darunterliegenden Konzentra- 
tionen ergaben sofort charakteristisch blaue Farbungen. Die 
Proben wurden im Dubosqcolorimeter miteinander verglichen. 
Dabei ergab sich, daB die gréBte Farbintensitit kurze Zeit 
nach dem Ansetzen der Reaktion in den Proben 4—7 vorliegt. 
Ks scheinen mithin diese Aldehydkonzentrationen die giinstig- 
sten fiir die Reaktion zu sein. Die Proben enthalten auf das 
Gesamtfliissigkeitsvolumen berechnet an Aldehyd 4. 0,075°/,, 
), 0,05°/5, 6. 0,025°/,, 7. 0,01°/,. Diese Konzentrationsgrenzen 
in bezug auf den Dimethylaminobenzaldehyd habe ich spiteren 
Reaktionsproben zugrunde gelegt. In den héheren Aldehyd- 
konzentrationen scheint der zunichst gelbliche Farbton stérend 
auf die Intensitit der Reaktion einzuwirken. Bei den niederen 
Konzentrationen reicht die Aldehydmenge nicht aus zur Her- 
beifiihrung der gleich starken Farbintensitaét. Erst nach mehr- 
stiindigem Stehen wird die Farbintensitit gréBer — wie Ver- 
such 9. es zeigte. 

Nach diesen Feststellungen ging ich zur Priifung des Kin- 
flusses der Salzsiure auf die Tryptophan—Dimethylaminobenz- 
aldehydreaktion itiber. Schon qualitativ war beobachtet worden, 
daB je gréBer die Siurekonzentration war, der Farbton nach 
grin itiberging. Zu den quantitativen Messungen stellte ich 
folgende Versuchsreihen an. Zu je 2 ccm einer Tryptophan- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLVI. 4 
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lésung wurden 4 ccm 0,1°/,iger Aldehydlésung in 10°/, ige: 


Salzsiiure hinzugesetzt und je 4 ccm Salzsiure 1. 37°) io F 


2. 18,5°/,ig, 3. 12,5°/,ig, 4. 10°/,ig, 5. 5°/,ig und ferner (, 
4 ccm destilliertes Wasser. Nach dem vorsichtigen Zusetze; 
von je 10 ccm konzentrierter Schwefelsiiure trat die Reaktioy 
ein. Mit bloBem Auge waren bereits Unterschiede in der obey 
bezeichneten Hinsicht unter den Proben bemerkbar. Der Fav). 
ton wurde griinlich mit steigender Saiurekonzentration. In der 


entgegengesetzten Richtung nahm der blaue l'on zu. Die Ver. f 


suche wurden im Colorimeter miteinander verglichen. Wihrend 
die Proben 2.—6. in ihrer Farbstirke praktisch tibereinstimmten, 
so war Probel. bedeutend schwicher. Erst nach mehrstiindigem 
Stehen ging der Farbton in blau iiber, und die Farbintensitiit 
wurde dadurch gréBer. Nach 24 Stunden jedoch war noch nicht 
die gleiche Farbstirke erreicht wie bei den anderen Versuchen. 


Eine weitere Versuchsreihe ergab ahnliche Resultate. Ks § 


bleibt also fiir die Festsetzung der giinstigsten Siiurekonzen- 
tration die Wahl zwischen den Konzentrationen 18,5 und 5°/, ig. 
Ich habe fiir die spiiteren Versuche die Salzsiurekonzentration 
von 10°/, benutzt. Einerseits wirkt eine zu groBe Salzsiiure- 
konzentration bei dem Zusatz von konzentrierter Schwefelsiiure 
unangenehm und andererseits darf die Konzentration an Saure 
nicht zu gering sein, da z. B. bei der Anstellung der Reaktion 
mit Proteinen diese dann nicht in Lésung gehen. 


Bei dem Zusatz der Mengen Schwefelsiure liegen die 
Verhiltnisse gleich wie bei der Salzsiure. Ein Zuviel an 
Siure wirkt sehr stérend auf den Farbton ein. Es wurden 
zur Priifung des Kinflusses der Schwefelséurekonzentration auf 
den Ausfall der Reaktion die nachfolgenden Versuche an- 
gestellt. Je 1 ccm einer T'ryptophanlésung versetzte ich mit 
je lccem einer 0,25°/,igen Dimethylaminobenzaldehydlésung 
in 10°/,iger Salzsiure; dazu fiigte ich 10°/)ige Salzsiure und 
konzentrierte Schwefelsiure in den Mengen 


1. 3cem 10°/,ige Salzsiiure + 5 ccm konzentrierte Schwefelsiure 
2. 2 ccm * + 6 ccm * ms 
8. 1 cem ae + 7 cem * - 
4. 0ccm 9 + 8 cem 9 a 
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Ohne Vergleich im Colorimeter sind bereits groBe Unter- 
schiede zwischen den einzelnen Proben erkennbar. Nur Ver- 
such 1. ist rein blau gefairbt; Nr. 2. bis 4. sind griin. Ein 
colorimetrischer Vergleich war wegen der Farbunterschiede 
nicht méglich. Auch nach 24 stiindigem Stehen sind die Farb- 
tine noch véllig voneinander verschieden. Nur Versuch 2. ist 
blinlicher geworden. 

Wie bei der Tryptophan—Formolreaktion diirfte auch bei 
dieser Aldehydreaktion das Verhialtnis der Gesamtfliissigkeits- 
menge zur angewandten Schwefelsiuremenge wie 2:1 am 
giinstigsten sein, und ich wandte diese Schwefelsiiurekonzen- 
tration bei allen spiiteren Proben mit Erfolg an. 

Nach der Festlegung der geeignetsten Konzentrations- 
verhiltnisse der beteiligten Faktoren ist fiir die Anstellung 
der Dimethylaminobenzaldehydreaktion der folgende Gang am 
vorteilhaftesten: Kine bestimmte Menge einer tryptophan- 
haltigen Lisung wird mit der gleichen Menge einer 0,25°/, igen 
Aldehydlésung in 10°/,iger Salzsiure und der dreifachen Menge 
einer 10°/,igen Salzsiiure versetzt. Das Lésungsgemisch wird 
mit der gleichen Anzahl Kubikzentimeter konzentrierter 
Schwefelsiiure unterschichtet. Durch vorsichtiges Schwenken 
wird die Schwefelsiiure auf das Gesamtvolumen verteilt und 
dabei tritt die Farbreaktion in Erscheinung. 

4, Der Farbton der Dimethylaminobenzaldehyd— 
Tryptophanreaktion. Im Gegensatz zur Formolreaktion 
ist der Farbton dieser Tryptophanaldehydreaktion weitgehend 
eintinig und wechselt nicht zwischen 2 Farben. Nur durch 
den Kinflu8 von zu starker Siiurekonzentration wird der Ton 
grin. Bei Verdiinnung von fertigen Reaktionsproben mit 
Wasser oder stark verdiinnten Saéuren bleibt der Farbton blau. 
Wegen dieser gleichmiBig blauen Farbe eignet sich diese 
Aldehydreaktion besonders gut zu _ colorimetrischen Ver- 
gleichen. Obwohl der Farbton bei verschieden  starken 
Reaktionsproben der gleiche ist, so empfiehlt es sich trotzdem, 
bei colorimetrischen Untersuchungen die Tryptophankonzen- 
tration der zu vergleichenden Lisungen médglichst annihernd 
gleich groB zu wihlen, da dann bei Vergleichen im Colori- 
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meter die Fehlerméglichkeiten geringer sind als bei stark 
verschiedenen Konzentrationen. 


5. Proportionalitatsprifung der Dimethylamino. 
benzaldehydreaktion. Die Prifung der proportionalen 
Zu- bzw. Abnahme der Farbstiirke mit wechselnder Trypto- 
phankonzentration war fiir die colorimetrische Verwendbarkcit 
der Reaktion von grundlegender Bedeutung. Ich priifte diese 
Verhialtnisse durch die folgenden Untersuchungen. 

Je 4ccm einer 0,25°/,igen Dimethylaminobenzaldehy d- 
lésung in 10°/,iger Salzsiure versetzte ich mit je 12 con 
10°/,iger Salzsiiure und nach dem Zusatz der unter den 
Nummern angegebenen Kubikzentimeter Tryptophanlésung bzv. 
von Wasser setzte ich je 20 ccm konzentrierter Schwefelsiiure 
hinzu. 


1. 4 cem reiner Tryptophanlésung 

2. 3cem _,, . + 1cem destilliertes Wasser 
3. 2ccem _,, ” + 2 ecm - ‘ 

4. leem ,, - + 3 ecm ‘ - 


Die Proben kamen dann zum Vergleich miteinander in 
Colorimeter. In dieser Weise wurden noch einige weitere 
Versuchsreihen angesetzt. Es wurde das Verhiltnis der ge- 
fundenen Werte zu den angewandten Werten errechnet und aus 
diesen Zahlen der Fehler prozentual auf das zu erwartende 
Verhaltnisresultat berechnet. Als iuBere Fehlergrenze resul- 
tierte aus diesen Versuchen im Mittel etwa + 1,5°/,. 

Ks wurden ferner auch Verdiinnungsversuche an fertigen 
Reaktionsproben angestellt zur weiteren Priifung der propor: 
tionalen Zu- bzw. Abnahme der Farbstiirke. Diese ergaben, 
daB durch die Verdiinnung fertiger Reaktionsproben die Farb- 
stirke proportional mitverindert wird. Aus allen in dieser 
Richtung angestellten Versuchsreihen geht eindeutig hervor, 
daB die Verinderung der Reaktionsfarbstarke proportional mit 
der Menge des zur Reaktion gelangenden Tryptophans erfolgt. 
Die Reaktion dirfte aus diesem Grunde fiir die colorimetrische 
Bestimmung des Tryptophans wohlgeeignet sein. 


6. Der EinfluB der Zeit auf die Farbintensitit 
der Dimethylaminobenzaldehyd—Tryptophanreaktion. 
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Ks war beobachtet worden, da8 die Farbintensitat der Aldehyd- 
reaktion bei lingerem Stehen gréBer wurde. Ich setzte eine 
Reihe von Proben an, die durch Zusatz von 2 ccm einer 
0,25°/,igen Aldehydlésung in 10°/,iger Salzsiiure, 6 ccm einer 
10°/,igen Salzsiure und 10 ccm konzentrierter Schwefelsiiure 
gu je 2 ccm einer wiiBrigen Tryptophanlésung bereitet wurden. 
Die Proben untereinander im Dubosqcolorimeter verglichen 
zeigten absolute Proportionalitat. Kinige Stunden spiiter setzte 
ich erneut Proben gleicher Zusammensetzung an, die ebenfalls 
untereinander verglichen gleiche Farbstirken aufwiesen. Wurden 
diese jedoch im Kolorimeter mit den Reaktionsproben der 
ersten — mehrere Stunden alteren Versuchsreihe verglichen, 
so zeigte sich ein erheblicher Unterschied in den Farbstirken. 
Die ilteren Proben waren von weit stiirkerer Farbintensitiit 
als die neuangesetzten. 

Um diesen beobachteten KinfluB des Alters der Reaktions- 
proben auf die Farbintensitait genauer festzustellen, setzte ich 
die folgenden Proben an. Zu je 2 ccm einer T'ryptophanlésung 
wurden hinzugesetzt: 2 ccm einer 0,25°/,igen Aldehydlésung 
in 10°/,iger Salzsiiure, 6 ccm einer 10°/,igen Salzsiure und 
10 ccm konzentrierte Schwefelsiiure. Diese Reaktionsprobe 
bewahrte ich 10 Tage auf und benutzte sie dann als Standard- 
lésung zu colorimetrischen Vergleichen mit mehreren frisch 
hereiteten, genau gleich zusammengesetzten Reaktionsversucheni 

[ie Vergleiche im Dubosqcolorimeter lassen erkennen, 
daB bei gewdhnlich angesetzten Aldehydfarbreaktionen die 
maximale Farbintensitaét erst nach etwa 2'/,—3tigigem Stehen 
erreicht ist. Im Vergleich zu der Tryptophan—Formolreaktion 
wird das Farbmaximum schneller erreicht. Jene Aldehyd- 
reaktion benédtigte etwa 5 Tage, um maximal in der Farb- 
intensitit zu sein. 

Es wurde weiterhin gepriift, ob das Licht einen EinfluB 
auf die Zunahme der Farbstiirke hat. Hierzu wurden Reaktions- 
lésungen von gleicher Farbstirke teilweise im Dunkeln, teil- 
weise im hellen Sonnenlicht aufbewahrt. In bestimmten Zeit- 
abstinden wurden colorimetrische Vergleiche dieser verschieden 
gehaltenen Lisungen angestellt, aus denen hervorging, daB 
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das Sonnenlicht allem Anschein nach ohne jeden Einflub auf 
den Verlauf der Reaktion ist. 


7. Der KinfluB von Oxydations- und Reduktions. 
mitteln auf die Dimethylaminobenzaldehyd—Trypto- 
phanreaktion. LaBt man auf eine fertige Reaktionsprobe 
ein Reduktionsmittel einwirken, so wird die Farbreaktion zer- 
stért. Gibt man das Reduktionsmittel wiihrend des Ansetzeus 
der Probe hinzu, so tritt ebenfalls keine Farbreaktion ein, 
Geringe Reduktionswirkungen sind fiir die Farbreaktion nicht 
stérend. 

Anders verhalten sicn dagegen Oxydationseinwirkungen. 
Starke Oxydationsmittel in verhaltnismaBig geringer Menge 
bereits zerstéren die Farbe der fertigen Reaktion. Wahrend 
des Ansetzens der Proben hinzugegeben, verhindern sie das 
Kintreten der Farbreaktion. Wirken Oxydationsmittel dagegen 
in ganz geringen Mengen auf die fertige oder auch beim Kin- 
treten der Farbreaktion ein, so fiihren sie eine bedeutende 
Vorstiirkung der Farbintensitaét herbei. Bereits ohne die Zu- 
hilfenahme eines Colorimeters sind die Farbverstirkungen 
wahrzunehmen. 

Als Oxydationsmittel priifte ich vornehmlich Wasserstoli- 
superoxyd und Nitrit in bezug auf ihren HinfluB auf die Farb- 
reaktion und stellte dabei die oben mitgeteilten Beobachtungen 
fest. Im besonderen Nitrit verwandte ich zur Priifung jener 
Beobachtungen in quantitativer Hinsicht und stellte die fol- 
genden Versuchsreihen an. Zu je 2ccm eimer Tryptophan- 
lésung setzte ich je 2 ccm einer 0,25°/,igen Dimethylamino- 
benzaldehydlésung in 10°/,iger Salzsiure und ferner hinzu: 


1.6 cem 10°/,iger Salzsiiure 


2. 5,96 ecm . + 0,04 eem 0,5°/,iger Nitritlésung 
3. 5,88 ccm + 0,12 ccm - 
4. 5,80 ccm ™ + 0,20 cem oe 
5. 5,60 cem a + 0,40 ecm 


Diese Lésungsgemische versetzte ich dann allmihlich mit 
je 10 ccm konzentrierter Schwefelsiure. Nach dem Kintreten 
der Farbreaktion waren bereits mit bloBem Auge starke Unter- 
schiede in der Farbintensitit der einzelnen Proben wahrnehm- 
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bar. Versuchsprobe 1. zeigte die normale Farbstarke; 2. und 
3 waren bedeutend intensiver gefarbt und Probe 4. und 5. 
hatten einen stark gelblichen Farbton, der allmahlich in rit- 
lich umschlug. Nr. 4. ging dann in ein dunkles Blauschwarz 
iiber und triibte sich stark. Probe 5. dagegen bleibt hellrot 
gefirbt. Die einzelnen Proben bis auf 4. und 5., die durch 
ihren Farbton mit den anderen Proben nicht zu vergleichen 
waren, wurden dann im Dubosqcolorimeter miteinander ver- 
clichen, um die Farbunterschiede quantitativ festzulegen. 

Diese Versuchsreihe mit Nitritzusatz wurde unter gleichen 
und dhnlichen Bedingungen mehrmals wiederholt, und dabei 
zeigten die mit Nitrit versetzten Reaktionsproben 2. und 3. 
eine bedeutend stirkere Farbintensitit als die Probe Nr. 1. 
Allmahlich, bei mehrstiindigem Stehen, nimmt die Farbstiirke 
der Probe 1. zu, wahrend die Intensitiit der oxydanshaltigen 
Reaktionen dann wieder nachlift. Besonders bei der vor- 
liegenden Reaktionsprobe 3. ist dies der Fall. Offenbar wirkt 
das Oxydationsmittel im Verlaufe mehrerer Stunden zerstérend 
auf die Farbreaktion ein. LaBt man diese Proben mit sehr 
seringem Zusatz von Oxydationsmittel einige ‘Tage stehen, so 
verschwindet die Farbe allmahlich vollstindig, wahrend bei 
oxydansfreien Proben sich die Farbreaktion sehr lange Zeit 
bei voller Farbstirke halt. 

Durch mehrere Versuchsreihen wurde versucht, die Menge 
des angewandten, das Reaktionsmaximum beschleunigt herbei- 
fiihrenden Nitrits in ein Verhiltnis zu den angewandten Mengen 
der iibrigen Reaktionsfaktoren zu bringen, jedoch konnte dabei 
nichts sicheres festgestellt werden. in auswertbaren _be- 
stimmten Verhiiltnissen scheint also keine Beziehung des 
Oxydationsmittels zu der 'ryptophan- bzw. Aldehydmenge zu 
bestehen — wie dieses bei der Tryptophan—Formolreaktion 
auch der Fall war. 

8. Der Einflu8B von EiweiB und Kiwei8bausteinen 
auf die Tryptophan — Dimethylaminobenzaldehyd- 
reaktion. a) EiweiB. Abhnlich wie die Oxydatiosmittel in 
sehr geringen Konzentrationen iibten Proteine eine Wirkung 
auf die Aldehyd—Tryptophanreaktion aus, indem ihre Gegen- 
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wart den maximalen Ausfall der Reaktionsfarbintensitit |e. 
schleunigt herbeifiihrte. Wie es bereits bei der Tryptophan 
Formolreaktion beschrieben ist, so wurde auch bei dieser 
Aldehydreaktion die Beobachtung gemacht, daB das Far). 
maximum verschieden schnell eintritt, je nachdem freies Try)to- 
phan zur Anwendung kam oder in Proteinen gebundenes bzy, 
an sich freies Tryptophan in Proteinlésungen — und zwar 
wirken die beiden letztgenannten Faktoren in der bereits oben 
gekennzeichneten Weise auf die Reaktion ein. 

Zur quantitativen Messung dieser Beobachtung an der 
Dimethylaminobenzaldehydreaktion wurde die folgende Ver- 
suchsreihe angesetzt. Es wurden zu je 2 ccm einer ‘T'rypto- 
phanlésung je 2ccm 0,25°/,ige Aldehydlésung in 10°/, iger 
Salzsaure hinzugefiigt und ferner: 


1. 6 ecm 10°/,iger Salzsiure 


2. 8 ccm mn + 3 cem 5°/,iger Gelatine- 
3. 3 ¢ecm ~ + 3 cem lésung in 
4. 3 eem . +3cem /) 10°/,iger Salzsiure 


Das Loésungsgemisch versetzte ich dann allmihlich unter 
Umschiitteln mit je 10 ccm konzentrierter Schwefelsiure und 
brachte die einzelnen Proben zum Vergleich im Colorimeter. 
Als Standard diente hierbei eine alte Tryptophan—Aldehyd- 
reaktion, die wie Probe 1. hergestellt war und maximale Farb- 
stiirke besaB. Die erhaltenen Werte zeigten, daB durch den 
Gelatinezusatz die Reaktion mit maximaler Farbstirke inner- 
halb weniger Minuten eingetreten ist. Reaktionsprobe 1. da- 
gegen verliuft normal unter bedeutend langsamerem An- 
wachsen der Farbstirke. Bei vielstiindigem Stehen nimmt die 
Intensitit der Farbreaktion bei den mit Gelatine versetzten 
Proben nicht ab. Dieses unterscheidet die Wirkung der 
Gelatine wesentlich von der der Oxydationsmittel, welche zwar 
zunichst die Reaktion in bezug auf Intensitit stark herbei- 
fihren, dann aber wieder allmihlich zerstérend auf den Farb- 
stoff wirken. Es miissen also andere Faktoren in der Gelatine 
wirksam sein, welche befihigt sind, die Farbintensitét der 
Aldehyd—Tryptophanreaktion zu verstirken. Uber weitere 
Versuchsreihen zum Zwecke der Feststellung des Kinflusses 
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von Proteinen auf die Reaktion wird in der nichsten Mit- 
teilung berichtet werden. 

b) EiweiBbausteine: Um festzustellen, ob eventuell be- 
stimmte Bausteine der Proteine fiir die beschleunigende 
Wirkung der letzteren in bezug auf die Erreichung des 
Reaktionsfarbmaximums verantwortlich zu machen sind, priifte 
ich, wie auch bei der Tryptophan—Formolreaktion beschrieben, 
einige EiweiBbausteine in dieser Hinsicht. Die Reaktionsproben 
wurden so angesetzt, da& zu je 2 ccm einer ‘l'ryptophanlésung 
2cem einer 0,25°/,igen salzsauren Dimethylaminobenzaldehyd- 
lésung und je 6 ccm 10°/,iger HCl hinzugegeben wurden. Zu 
diesem Loésungsgemisch kamen dann die zu untersuchenden 
Substanzen in geringen Mengen hinzu. Nach dem allmihlichen 
Zusetzen der konzentrierten Schwefelsiure trat die Farbreaktion 
ein. Die Unterschiede — ob die zugesetzte Substanz auf die 
Farbintensitat einwirkte oder nicht — waren mit bloBem Auge 
gut feststellbar und man bendtigte kein Colorimeter zur quanti- 
tativen Messung. 

Die gepriiften Substanzen wirkten wie folgt auf die Herbei- 
fiihrung der gréBten Farbintensitiit der Reaktion ein (siehe die 
Tabelle auf Seite 58). 

Wie bei der Formaldehyd—Tryptophanreaktion wirken 
von KiweiBbausteinen nur den Pyrrolring enthaltende Ver- 
bindungen in der gekennzeichneten Hinsicht auf die Tryptophan— 
Dimethylaminobenzaldehydreaktion ein. Alle iibrigen unter- 
suchten Aminosiuren, Polypeptide und Diketopiperazine waren 
ohne jeden Kinflu8. Pyrrol konnte auf seinen EinfluB auf die 
Reaktion nicht gepriift werden, da es mit einer salzsauren 
Lésung von Dimethylaminobenzaldehyd bereits selbst unter 
Farbbildung reagiert. Von den gepriiften Pyrrolderivaten 
wirkte vor allem das Prolin stark beschleunigend auf die Er- 
reichung des Farbmaximums der Reaktion. Ebenfalls waren 
auch seine Derivate sehr wirksam. Pyrrolidoncarbonsiure und 
Pyrrolidonylamid waren bedeutend schwicher in dieser Richtung 
wirksam. 

Es wurde gepriift, ob Prolin und Prolinderivate ohne 
Tryptophanzusatz mit den iibrigen Reaktionsfaktoren bei den 
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Nicht beschleunigend | Beschleunigend 
Glykokoll | d,l-Prolin 

Alanin | 1-Prolin 

Valin | Glycyl-prolinanhydrid 
Leucin ! Diprolyl-valinanhydrid 
Norleucin | Glycyl-di-oxyprolinanhydrid 
Glutaminsiiure ! Pyrrolidoncarbonsiure 
Asparaginsiiure | Pyrrolidonylamid 

Asparagi  Gelatine 

Asparagin | 

Oxyaminoisovaleriansidure Wasserstoffsuperoxyd in 
Cystin starker Verdiinnung 
Cystein Natriumnitritlésung in 
Phenylglycin | starker Verdiinnung 
aoa | Nicht beschleunigend 
Tyrosin | Leucinimid 

Histidin Glyeylleucinanhydrid 


Glycyl-glycin 
Glyeyl-alanin 
Glyeyl-leucin 
Glycyl-aminocaprylsiiure 
Leucyl-leucin 
Diglyeyl-glycin 
Leucyl-di-glyeyl-glyein 
Glycinanhydrid 
Alaninimid 
Alanylleucinanhydrid 


Leucyl-phenylalanin- 
anhydrid 

Tyrosinanhydrid 

Phenylalaninanhydrid 

Seidenpepton (tryptophan- 
frei) 





angewandten Bedingungen bereits unter Farbbildung reagieren. 
Dieses war nicht der Fall. 

Die Wirkung des Prolins auf die Aldehyd—Tryptophan- 
reaktion hatte auch hier keine Ahnlichkeit mit der diuBerlich 
gleichen Kinwirkung der Oxydationsmittel in sehr schwacher 
Konzentration. Die Prolin enthaltenden Reaktionsproben hielten 
sich unveriindert und nicht in der Farbstirke nachlassend 
wahrend langer Zeit — im Gegensatz zu jenen, die bald ab- 
blaBten durch die weitere Kinwirkung des Oxydans. 

Zur quantitativen Festlegung der fir die Erreichung der 
gréBten Farbstiirke der Dimethylaminobenzaldehydreaktion be- 
schleunigenden Wirkung des Prolins wurden nachstehende 
/olorimeterversuche angesetzt. Zu je 2 ccm einer T'ryptophan- 
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lisung wurden 2 ccm einer salzsauren 0,25°/,igen Dimethyl- 
aminobenzaldehydlésung hinzugesetzt und ferner: 


1. 6cem 10°/,iger Salzsiiure 


2. 4 ccm o + 2cem | 3°/,iger Prolinlésung 
3. 4 ¢em ” +2ecem fin 10°/,iger HCl 


Nach dem allmihlichen Zusatz von je 10 ccm konzentrierter 
Schwefelsiiure trat die Farbreaktion ein. Zum Vergleich im 
Colorimeter wurde eine mehrere ‘Tage alte ‘T'ryptophandimethy]- 
aminobenzaldehydreaktion yon maximaler Farbstiirke als Stan- 
dard verwandt. Diese Standardreaktion war wie Versuchs- 
probe 1. angesetzt. 

















Colorimeter. 

Zeit nach Standard 1 2 3 
dem Ansetzen 

15 Minuten 10,10 21,86 16,60 16,48 
a 10,10 17,05 11,23 11,56 
4 Stunden 10,10 15,21 10,52 10,43 
, 4 10,10 12,47 10,61 10,25 
24 Cy, 10,10 10,11 10,10 10,23 
 — 10,10 10,08 10,06 10,13 


Die Zusammenstellung zeigt deutlich die beschleunigende 
Kinwirkung des Prolins auf den maximalen Ausfall der Aldehyd- 
reaktion. Wiahrend Probe 1. wie normal in bezug auf die Er- 
reichung des Farbmaximums verliiuft, haben die Versuche 2. 
und 3. dieses bereits in weit kirzerer Zeit erreicht. Hine 
weitere Priifung iiber diese Prolinwirkung auf die Reaktion 
wird ebenfalls in der nachsten Mitteilung beschrieben. 


IlI, Kurzer Vergleich der beiden Aldehyd—Tryptophan- 
reaktionen miteinander. 


In den wesentlichen Kigenschaften verhalten sich die 
beiden beschriebenen T'ryptophanreaktionen mit Formaldehyd 
und Dimethylaminobenzaldehyd gleich. Sie sind beide streng 
spezifisch fiir das Tryptophan unter den EKiweifstoffen. Die 
formolreaktion ist empfindlicher als die Dimethylaminobenz- 
aldechydreaktion. Zu colorimetrischen Vergleichen eignet sich 
besonders gut die T'ryptophanreaktion mit Dimethylamino- 
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benzaldehyd, da der Farbton dieser Reaktion einheitlich blay 
ist auch bei sehr geringen Konzentrationen, wihrend der 
Farbton der Formolreaktion von Blau bis Rotviolett wechéelt 
je nach der Konzentration. In den spiiteren Untersuchungey 
habe ich daher in erster Linie die Dimethylaminobenzaldeb yl. 
reaktion angewandt; die Formolreaktion benutzte ich mehr zum 
Zwecke des Vergleichs der Resultate beider Proben. 

Bei beiden Reaktionen iindert sich die Farbstiirke voll- 
kommen proportional mit der jeweils zur Reaktion verwandten 
Menge Tryptophan. Es kénnen mithin beide Reaktionen zu 
quantitativen Tryptophanbestimmung Verwendung finden. 

Der EinfluB von Oxydations- und Reduktionsmitteln au/ 
die Formaldehyd- und Dimethylaminobenzaldehyd—Tryptophan.- 
reaktion gestaltet sich voéllig gleichartig. Ebenfalls der Kin- 
flu8 von EiweiB und EiweiBbausteinen auf diese Aldehyd- 
reaktionen ist bei beiden der gleiche. Nur das Prolin und 
seine Derivate wirken verstirkend auf die Reaktionsfirbungen 
ein. Ferner wirken in der gleichen Weise viele Kiweibkérper 
auf die Reaktionen ein — besonders die Gelatine. 

Ks war nun die Aufgabe, diese Einwirkung der angegebenen 
Substanzen auf die Aldehyd—Tryptophanreaktionen weiterhin 
zu studieren und quantitativ festzulegen, dann zu ermitteln, 
in welcher Weise diese Feststellung die quantitative Trypto- 
phanbestimmung in Proteinen beeinfluBt und ferner eine Me- 
thode auszuarbeiten, die erlaubt, trotz aller Kinfliisse auf die 
Aldehyd—Tryptophanreaktionen, das Tryptophan einwand{fre: 
quantitativ zu bestimmen. Diese Versuche sind in den folgenden 
Mitteilungen beschrieben. 
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Uber Vorkommen und Nachweis von Kopratin 
und Kopratoporphyrin. 


4, Mitteilung.’) 
Von 
0. Schumm und E, Mertens. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Hamburgischen Universitat, 
Iyppendorfer Krankenhaus.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. April 1926.) 


Wie der eine von uns (O. Sch.) kiirzlich gefunden hat, 
kommt in den Faeces Gesunder und Kranker hiufig, und 
zwar in stark wechselnden Mengen, ein bis dahin unbekanntes 
Umwandlungsprodukt des Blutfarbstoffs bzw. Himatins vor, 
das sich nicht nur in seinen Spektralreaktionen (z. B. von Eis- 
essiglésung, wiiBrig-alkalischer oder Pyridinlésung mit wenig 
Hydrazinhydrat), sondern auch durch die Art des bei seiner 
Enteisenung (mit EKisessig—Hydrazinhydratgemisch) entstehenden 
Porphyrins eindeutig vom Hamatin unterscheidet. Obiges mit 
dem Namen Kopratin bezeichnete Umwandlungsprodukt des 
Blutfarbstoffs ist von dem Genannten auch unter den Pro- 
dukten der freiwilligen oder kiinstlich (durch Impfen mit einer 
kleinen Menge Faeces) herbeigefiihrten Fiiulnis von Fleisch 
und Blut nachgewiesen worden. Auch das zum Kopratin ge- 
hérige Porphyrin, das Kopratoporphyrin, ist von ihm einige 
Male als Bestandteil der Faeces eines gesunden Mannes auf- 
gefunden worden. Es zeigte bei allen daran ausgefiihrten 
Proben dieselben Eigenschaften wie das aus Kopratin durch 





) Vgl.O. Schumm, Diese Zs. Bd. 149, S. 1 (1925); ferner: Bd. 151, 
S. 125 (1926) und ,,Weitere Beitrige zur Kenntnis der natiirlichen Por- 
phyrine“ usw.; Diese Zs, Bd. 153, S. 225 (1926), 
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Kisenabspaltung mit Hydrazinhydrat—Kisessig entstehende Por- 
phyrin. 

In der vorhergehenden Mitteilung ist beschrieben worden, 
daB nach geringen Blutaustritten im Bereich des Verdauungs. 
kanals bisweilen in den Faeces durch die ,,Pyridin-Blutprobe: 
kein Hamatin, sondern nur noch Kopratin nach- 
gewiesen werden kann, sodaB in solchen Fallen die okkulte 
Blutung durch die positive Kopratinprobe angezeigt wird. 

Himatin gibt bekanntlich mit Pyridin und wenig Hydrazinhydrat 
das Hiimochromogenspektrum mit dem Hauptstreifen I auf 557 (— 55s), 
Kopratin unter gleichen Bedingungen den Hauptstreifen I auf etwa 545, 
also in einem solchen Abstande, daB man durch diese spektrochemisclc 
Reaktion in vielen Fallen beide Blutfarbstoffabbauprodukte in einer 
LLésung nebeneinander auffinden kann. Falls eins von beiden sehr 
stark iiberwiegt, kann der unmittelbare Nachweis des anderen freilich 
unmdglich sein. 

Kopratoporphyrin zeigt bei einigen spektrochemischen Reaktionen, 
z. B. in wiiBrig-alkalischer Lésung, ein dem Koproporphyrin dhnliches 
Verhalten, ist auch wie dieses in essigsiurehaltigem Ather gut ldslich 
und in Chloroform nicht oder kaum léslich, kann aber durch eine ganze 
Reihe von spektrochemischen Reaktionen und auBerdem durch Wi!!- 
stiitters Methode') (Bestimmung der ,,Salzsiurezahl') leicht von Kopro- 
porphyrin unterschieden werden. 

Wiihrend die willkiirliche Umwandlung von _ Blutfarbstoff in 
Koproporphyrin auBerhalb des Organismus in wirklich eindeutiger 
Weise noch nicht hat erreicht werden kénnen, ist die bakteriochemische 
Umwandlung von Blutfarbstoff in Kopratin im hiesigen Institut oft 
und mit gréBeren Mengen durchgefiihrt worden. 


Bei der Fortsetzung der Untersuchungen haben wir nun 
feststellen kénnen, da8 Kopratoporphyrin in den Faeces niclit 
nur in seltensten Ausnahmefillen vorkommt, denn wir haben 
kiirzlich auch bei einem Falle von blutendem Magencarcinom 
(bei fleischfreier Kost) tagelang einen ganz betriichtlichen Ge- 
halt der Faeces an ,,vorgebildetem“ Kopratoporphyrin  ge- 
funden. Dieselben Faeces enthielten auBerdem sehr reichlich 
Kopratin. Von denjenigen Verwandten des Blutfarbstoffs, die 
man nach den Erfahrungen friiherer Jabre erwarten durfte: 
Haimatin, Papendiecks chloroformliésliches Faeces-Porphyri 





1) R. Willstaitter u. Stoll, Untersuchungen iiber Chlorophy!l. 
J. Springer, Berlin 1913. 
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und H. Fischers Koproporphyrin, war Himatin nur in 
Spuren, die beiden Porphyrine nicht nachzuweisen.’) 

Diese neuen Beobachtungen lehren, daB man bei 
derartigen Blutungen nicht in allen Fallen damit 
rechnen kann, die wahre Pyridin—Himochromogen- 
Reaktion und die Probe nach Snapper-Papendieck 
positiv zu erhalten, vielmehr den Nachweis von Ko- 
pratin und Kopratoporphyrin zur Feststellung der 
okkulten Blutungen mit heranziehen muB.’) 

Nachdem der Kranke wieder gemischte Kost erhalten 
hatte, fanden wir in den Faeces Hiimatin und Kopratin in 
angenihert gleichen Mengen, ferner Papendiecks chloroform- 
lésliches Faeces-Porphyrin *) und Kopratoporphyrin, wihrend 
Koproporphyrin auch jetzt nicht nachgewiesen werden 
konnte., 

Bei einem weiteren, bald danach untersuchten Fall von 
blutendem Carcinom enthielten die Faeces bei fleischfreier 
Kost neben wenig Himatin iiberwiegend Kopratin, ferner 
deutlich chloroformlésliches Porphyrin von den Eigenschaften 
der Hiimaterinsiure, sowie Koproporphyrin. Hier konnte Ko- 
pratoporphyrin nicht nachgewiesen werden. 

Zur Trennung von chloroformléslichem Porphyrin und 
Koproporphyrin bzw. Kopratoporphyrin bedienen wir uns ein- 
mal der von A. Papendieck benutzten Methode (Ausschiitteln 
der salzsauren Lisung des Porphyringemisches mit Chloro- 


') Eine betriichtliche Beimengung von Koproporphyrin zu Koprato- 
porphyrin hitte sich (nach der vorgenommenen Fraktionierung der Por- 
phyrinlésung mit Salzsiure nach dem Vorgange von Willstatter) durch 
die von dem einen yon uns (O. Sch.) beschriebene Koproporphyrinreaktion 
mit Brom auffinden lassen. Da diese aber nicht erhalten werden konnte, 
ist bewiesen, daB die Faeces von Koproporphyrin ganz oder nahezu frei 
waren. 

*) Da Kopratin gleich dem Himatin die Peroxydasereaktion gibt, 
so zeigten obige Faeces bei der nach der Vorschrift des einen von uns 
(O. Sch.) ausgefiihrten, abgeiinderten ,, Weberschen Probe“ stark positiven 
Ausfall, 

3) Dieses zuerst im hiesigen Institut von A. Papendieck aus 
Faeces abgeschiedene Porphyrin ist hiéchstwahrscheinlich vollkommen 
identisch mit der Hiimaterinsiure (= «-Hiimatoporphyroidin). 
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form) und neuerdings besonders der Methode Willstitters, 
Da Koproporphyrin, Kopratoporphyrin und Himaterinsiiure 
nach unseren Feststellungen stark verschiedene Salzsiiure. 
zihlen haben, lassen sie sich nach dieser Methode gut trennen, 
Die Erkennung der genannten drei Porphyrine ist durch dic 
jetzt zur Verfiigung stehenden spektrochemischen Identitiits- 
reaktionen bei Benutzung eines genau justierten Spektrometers 
ohne Schwierigkeiten méglich. 


Spektrochemische Identitatsreaktionen und Salzsaurezahlen de: 
chloroformléslichen Hamaterinséure (¢-Hamatoporphyroidin), 
des Koproporphyrins und Kopratoporphyrins. 


Il, Spektra der schwach essigsiurehaltigen itherischen 
Lésungen von: 
a) Himaterinsiure: 
Hauptstreifen I. 632,5; Il. 575,4; ILL 535,6; IV. ungefiibr 
502 (bis 503). 
b) Koproporphyrin: 
Hauptstreifen I. 623,6; IL. 568,4; IIL. 5263; IV. un 
gefiihr 495. 
ce) Kopratoporphyrin: 
Hauptstreifen I. 621,5; Il. 566,2; III. 524; LV. (Mitte) an- 
geniihert 493. 


IJ. Spektra der Lésungen in 25°/,iger Salzsiure: 
a) Himaterinsiure: 
I. 602,7; LI. 557,2. 
b) Koproporphyrin: 
I. 598,1; ILI. 549,9. 
¢) Kopratoporphyrin: 
I. 591,0; IIT, 548,0. 


Ill. Spektra der Lésungen in ungefahr 98°/,iger 
Schwefelsaiure (gleich nach Herstellung gepriift): 


a) Himaterinsdure: 

I. ungefiihr 601; III. 555, 
b) Koproporphyrin: 

I. 594,0; III. 550,5. 
c) Kopratoporphyrin: 

I. 591,6; IL. 548,0. 
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IV. Reaktion mit Brom: 
a) Hamaterinsiure: 
Starker Streifen auf ungefiihr 639; schwacher Streifen mit 
2 Maxima, dazwischen das Minimum auf 493 (— 494). 
b) Koproporphyrin: 
drei schwache Streifen im Rot; schmaler, scharf be- 
grenzter Streifen auf 499, und schwicherer 
Streifen auf angendhert 470. 
c) Kopratoporphyrin: 
Starker Streifen im Rot auf ungefiihr 639; schwacher Streifen 
mit 2 Maxima, dazwischen das Minimum auf 494 (— 495). 


V. Salzsiurezahlen (bestimmt durch Ausschiitteln der 
itherischen Lésung mit dem gleichen Volumen der 
verdiinnten Salzsaure): 

a) Hamaterinsiure: etwa 3. 
b) Koproporphyrin: etwa 0,1. 
ce) Kopratoporphyrin: etwa 0,4 (— 0,5). 


VI. Chloroform-Salzsiureprobe der Methylester: 


a) von Hamaterinsidure: 
«) in reinem Chloroform: I. 630.2; II. 574,9; IIL. 542,3; 
IV. 507,4. 
3) Nach dem Durchschiitteln mit gleichviel 25°/, Salzsiure 
in der Chloroformschicht: I. 605,5; III. 561,5. 
b) von Koproporphyrin: 
«) inreinem Chloroform: I[. 621; II. 566; ILI. 533,5; LV. 498. 
?) Nach dem Durchschiitteln mit gleichviel 25°/, Salzsiure 
in der Chloroformschicht: I. 599,83; III. 555. 
c) von Kopratoporphyrin: 
«) in reinem Chloroform: I. 620,2; II. 565,3; III. 532,38; 
IV. 498. 
Nach dem Durchschiitteln mit gleichviel 25°/, Salzsiure 
in der Chloroformschicht: I. 597,4; III. 553,3. 


> 


VII Spektra der mit wenig Hydrazinhydrat versetzten 
Pyridinlésungen der Kisenkomplexverbindungen 
obiger Porphyrine: 


a) von Haimaterinsiure: 
I. 557,2; IL. 526,1. 
b) von Koproporphyrin: 
i. 547,38; If. 518,3. 
c) von Kopratoporphyrin: 
I. 545,0; IL etwa 516,0. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLVI. 
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VII. Spektra der Kupferkomplexverbindungen 
obiger Porphyrine in Pyridin: 

a) von Himaterinsiure: 
I. 574,5; IL. 587. 

b) von Koproporphyrin: 
I. 563,5; II. 528. 

c) von Kopratoporphyrin: 
I. 561,5; II. etwa 527,5. 


1. Fall (B). Belege. 

a) bei fleischfreier Diit: 

Tagesmengen von drei aufeinander folgenden Tagen zeigten 
folgende Eigenschaften: 

I. Himatinfraktion: Kopratin reichlich vorhanden; @-Hii- 
matin in Spuren. In Pyridin und Hydrazinhydrat: Haupt- 
streifen symmetrisch auf etwa 545. 

IJ. Porphyrinfraktion: 


1. Chloroformlésliches Porphyrin (Himaterinsiure): nicht nach- 
weisbar. 
2. Koproporphyrin: nicht nachweisbar. 
3. Kopratoporphyrin: 
a) Lésung in schwach essigsiurehaltigem Ather: Haupt 
streifen I. 621,5; Il. 566,0; III. 524,2; IV. ungefihr 492. 
°) Loésung in 25°/,iger Salzsiiure: Hauptstreifen I. 591,7: 
Ill. 548,6. 
y) Loésung in 98°/,iger Schwefelsiure: Hauptstreifen I. 591,8: 
II]. 548,0. 


5) Reaktion mit Brom: Streifen im Rot auf angenihert 638,5: 
schwacher Streifen mit 2 schwachem Maxima, dazwischen 
Minimum auf etwa 494. 


b) Nach fleischhaltiger Kost: 

Tagesmengen von zwei aufeinanderfolgenden Tagen ver- 
arbeitet: | 

I. Hiimatinfraktion: ungefaihr gleiche Mengen Himatin 
und Kopratin; in Pyridin nach Zusatz von wenig Hydrazin- 
hydrat: 1. Doppelstreifen mit zwei eng benachbarten Maxima 
auf 557 und 545. 


II. Porphyrinfraktion: 


1. Chloroformlésliches Porphyrin (Himaterinsaure): die saure- 
frei gewaschene itherische Lésung des Porphyringemisches 
enthalt nach mehrmaligem Ausschiitteln mit 0,4°/,iger Salz- 
siiure ein Porphyrin, das die spektrochemischen Reaktionen 
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der Himaterinséiure gibt. Hauptstreifen I. etwa 632,0; 
II. unsym. Maxima (violettw.) etwa 575,5; ILI. etwa 536,0; 
IV. ungefaibr 504,0. 


2. Koproporphyrin: nicht nachweisbar. 
3. Kopratoporphyrin: 
«) Lésunginschwachessigsiurehaltigem Ather: Hauptstreiten 
I .621,3; Ll. 566,3; ILL. 524,1; [V. Mitte angeniihert 492. 
8) Lésung in 25°/,iger Salzsiure: I. 591,83; III. 548,5. 
y) Loésung in 98°/,iger Schwefelsiure: I. 592,4; II. an- 
genahert 549. 
6) Reaktion mit Brom: Starker Streifen im Rot auf an- 


geniihert 639; schwacher Streifen mit zwei sehr schwachen 
Maxima, dazwischen Minimum auf etwa 495. 


2. Fall (Th.). Fleischfreie Dit. 
I. Himatinfraktion: Kopratin reichlich vorhanden, «-Hi- 
matin in geringer Menge; Lésung in Pyridin nach Zusatz von 
wenig Hydrazinhydrat: Hauptstreiten I. 545,0 mit schwachem 
Vorschatten. 
IJ. Porphyrinfraktion: 


1, Chloroformlésliches Porphyrin (Himaterinsiure): geht aus 
5°/,iger Salzsiiure in Chloroform; zeigt in schwach essig- 
siurehaltigem Ather das Hamaterinsiurespektrum: I. etwa 
632 usw. 

2. Koproporphyrinfraktion: 

«) Bleibt beim Ausschitteln mit Chloroform in der 5°/,igen 
Salzsiure. 

%) Lésung in schwach essigséurehaltigem Ather: I. 623,5; 
II. 567,5; Ill. etwa 526,0; IV. starker Streifen an der 
Grenze Griin-Blau. 


) Reaktion mit Brom: Scharfer schmaler Streifen auf etwa 
499,0; schwacherer auf ungefihr 470. 


3. Kopratoporphyrin: nicht nachweisbar. 


Anmerkung bei der Korrektur: In zwei weiteren, 
inzwischen untersuchten Fallen von Magenblutung enthielten 
die Faeces bei blutfreier Kost im ersten Falle Himatin, Ko- 
pratin, Kopratoporphyrin und Himaterinséure, wihrend Kopro- 
porphyrin in der verarbeiteten Menge Faeces nicht nachgewiesen 
werden konnte, im zweiten Falle neben wenig Hamatin tiber- 
wiegend Kopratin, ferner nebeneinander Koproporphyrin, Koprato- 
porphyrin und Himaterinsiure, und zwar in geniigender Menge 
um jedes der (durch Fraktionieren‘mit Salzsiiure) abgeschiedenen 
Porphyrine durch die zugehérigen Identitaitsreaktionen nach- 
weisen zu kénnen. 


i 
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Uber die Struktur des Clupeins. 
Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz, Anton Schiffner und Wolfgang Grassmann. 


(Erste Mitteilung tiber enzymatische Proteolyse. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschafte: 
in Miinchen.,) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. April 1926.) 


Theoretischer Teil. 


Fiir die Auflésung der Proteinstrukturen, die neuerdings 
viel diskutiert werden, wird es von wesentlicher Bedeutung 
sein, wenn es gelingt, ihren hydrolytischen Abbau an méglichs' 
zahlreichen, aber definierten Zwischenstufen festzuhalten und 
die Zusammensetzung der jeweiligen Reaktionsprodukte zu er- 
mitteln. Die bisher angewandten enzymatischen oder nicht- 
enzymatischen Verfahren der Hydrolyse haben dieses Ziel nichit 
erreicht. Die Trennung der pankreatischen Proteasen, des 
Trypsins und Erepsins, die EK. Waldschmidt-Leitz und 
A. Harteneck?) beschrieben haben, und die Erkenntnis ihre! 
spezifischen Wirkungen wie auch der besonderen Funktionen 
des nichtaktivierten Trypsins hat nun zu dieser Aufgabe neue 
Wege vermittelt; die Erwartung war ausgesprochen, ,,daB die 
fraktionierte enzymatische Hydrolyse einfacher Proteine, z. b. 
durch das einheitliche Trypsin oder Erepsin zu definierteren 
und gleichartigeren Reaktionsprodukten fithren wiirde, als sie 
bisher erhalten wurden.“ ?) 


1) Diese Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar S. 301 (1925). 
*) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese Zs. Bd. 149, 
S. 208, und zwar S. 214 (1925). 
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Am Beispiel des Clupeins, des leichtest zuginglichen Ver- 
treters aus der Klasse der Protamine, beginnen wir mit dem 
Versuch, durch die fraktionierte Hydrolyse mit einheitlichen 
Enzymen Hinblick in die Anordnung seiner Bausteine zu ge- 
winnen. Die Gruppe der Protamine, deren Zusammensetzung 
in den bahnbrechenden Untersuchungen yon A. Kossel und 
seinen Schiilern weitgehende Aufklirung erfahren hat, er- 
scheint fiir die enzymatische Fraktionierung und fiir die Iso- 
lierung und Beschreibung spezifischer Reaktionsprodukte in 
besonderem MaBe geeignet; neben einer einfachen und gleich- 
artigen Zusammensetzung, die durch eine verhiltnismibig ge- 
ringe Anzahl von Bausteinen, den iiberwiegenden Arginingehalt 
einerseits, die Beteiligung nur weniger Monoaminosiuren ander- 
seits gekennzeichnet ist, sind diese Kérper durch ein beson- 
deres Verhalten gegeniiber enzymatischem Angriff ausgezeichnet, 
das in eimer Unangreifbarkeit durch Pepsin auf der einen 
Seite, zum andern in ihrer Spaltbarkeit schon durch das 
nichtaktivierte Trypsin!) zum Ausdruck kommt. Die Vor- 
stellung eines einfacheren strukturellen Aufbaus der Protamine, 
auf die diese T'atsachen hinzuweisen scheinen, hat ja auch die 
bemerkenswerte, von A. Kossel?) ausgesprochene Ansicht ge- 
stiitzt, derzufolge ein protaminartiger Kern als wesentlicher 
Bestandteil alle iibrigen Proteine angenommen wurde. Der 
einfache und gleichartige Bau der Protamine ergibt sich nach 
Kossel aus dem iibereinstimmenden Verhiltnis ihres Gehaltes 
an Diaminoséuren und Monoaminosiiuren wie 2:1, entsprechend 
ihrem iiberwiegend basischen Charakter. Zwar hat als der 
bestbekannte Vertreter dieser Klasse das Salmin, das Protamin 
aus dem Sperma des Lachses, zu gelten, an dessen Aufbau 
nach A. Kossel und H. D. Dakin’) neben Arginin nur drei 
Monoaminosiuren teilhaben; aber auch die Zusammensetzung 





1 E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese Zs. Bd. 149, 
S. 203, und zwar S. 207 (1925); die fiir Clupein mitgeteilte Beobachtung 
der Spaltbarkeit durch nichtaktiviertes Trypsin gilt indessen nach 
neueren Erfahrungen nicht fiir alle Protamine. 

*) Chem. Ber. Bd. 34, S. 3215, und zwar S. 3235 (1901). 

*) Diese Zs. Bd. 41, S. 407, und zwar S. 412 (1904). 
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des Clupeins aus Hering, dessen Hydrolyse wir beschreiben, 
scheint davon nicht weitgehend abzuweichen; die Analyse 
seiner Spaltprodukte ergibt namlich nach Kossel und 
Dakin’) eine Zusammensetzung im Verhiltnis von 16 Mol. 
Arginin: 4 Mol. Prolin: 2 Mol. Valin: 1 Mol. Serin: 1 Mol, 
Alanin, wenn auch die relative Beteiligung der angefiihrten 
Monoaminosauren, fiir die Beurteilung der geringsten mégliche: 
MolekulargréBe maBgebend, an diesem Beispiel noch weniger 
sicher ermittelt zu sein scheint. 

Die Versuche der Literatur zur partiellen Hydrolyse der 
Protamine sind unbefriedigend geblieben. So hat die Aui- 
spaltung des Molekiils durch Einwirkung verdiinnter Siure, die 
zur Bildung der sogen. Protone fiihrt, bisher in keinem Falle 
eine sichere Kennzeichnung der Reaktionsprodukte erlaubt. 
Auch bei den Versuchen zur enzymatischen Hydrolyse der 
Protamine, tiber die M. Takemura’) und F. Rogozinski’ 
berichten, sind keine Zwischenstufen des hydrolytischen Ab- 
baus beobachtet worden; die angewandten Enzympraparate 
waren nicht enzymatisch einheitlich, Wenn _beispielsweise 
Rogozinski eine durchgreifende Hydrolyse des Clupeins durci: 
Pankreatinpriparate beschreibt, so ist diese Erscheinung au! 
die T'atsache zuriickzufiihren, daB das verwendete Enzym- 
material aus einem Gemisch yon aktiviertem Trypsin und von 
Erepsin bestand, deren Kinzelwirkungen nicht unterschieden 
werden konnten. Die Beobachtung von A. Kossel und 
A. Matthews‘) tiber die Bildung eines Tripeptids bei der 
Hydrolyse des Stérprotamins Sturin durch Trypsinlésungen is' 
vereinzelt geblieben; die mangelnde Kenntnis von der Zu- 
sammensetzung der angewandten Enzymlésung mag ihre Be- | 
stitigung und Erweiterung erschwert haben. | 

Es bedurfte neuer, mehr auswihlender Methoden der 
Hydrolyse, um den Abbau der Protamine in bestimmte und 
charakteristische Teilvorginge zu zerlegen. Sie ergeben sich 





1) a. a. O. S. 3, und zwar S. 414 (1904). 
*) Diese Zs. Bd. 63, S. 201 (1909). 
’) Diese Zs. Bd. 79, S. 398 (1912), 
4) Diese Zs, Bd. 125, S. 190 (1898). 
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aus der Anwendung einheitlicher proteolytischer Enzyme, so 
yon Trypsin und Erepsin, zur fraktionierten enzymatischen 
Hydrolyse. Das Verfahren zur Trennung der Pankreasprote- 
asen, das KE. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck?) mit- 
geteilt haben und das wir noch empfindlicher gestalten, hat 
eine Erweiterung erfahren in der Richtung, die Darstellung 
von Lésungen des nichtaktivierten Trypsins zu verbessern, 
nimlich an die Trennung von pankreatischem Erepsin die 
Abtrennung der letzten Anteile begleitenden, spontan aktivierten 
Trypsins anzuschlieBen, also die Zerlegung des partiell akti- 
vierten Enzyms in seine nichtaktivierte und in seine aktivierte 
Komponente. Die spezifische Wirkungsweise dieser beiden 
enzymatischen Individuen, beispielsweise bei der EKinwirkung 
auf Clupein, die sie streng voneinander zu unterscheiden er- 
laubt, rechtfertigt die EKinfiihrung einer neuen und unter- 
schiedlichen Nomenklatur; wenn wir in unseren Ausfiihrungen 
die Bezeichnung ,,Trypsin“ ausschlieBlich fiir das nichtakti- 
vierte Enzym und fiir das mit Enterokinase aktivierte die 
Benennung ,, Trypsin-Kinase*“ vorschlagen und anwenden, so 
entspricht diese Unterscheidung auch der schon friiher?) ent- 
wickelten und sichergestellten Vorstellung iiber die Bedeutung 
der Enterokinase als eines Hilfsstoffs fiir die Auslésung be- 
stimmter enzymatischer Funktionen; sie findet ihr Gegenstiick 
in dem einfacheren Beispiel der Gegeniiberstellung von Papain 
mit seiner Blauséiureverbindung, auf deren besondere Wir- 
kungen zuerst R. Willstatter und W. Grassmann’) hin- 
gewiesen haben. 

Die fraktionierte Hydrolyse des Clupeins durch die drei 
einheitlichen Proteasen, Trypsin, Trypsin-Kinase und Erepsin, 
die wir mit Kombinationen von wechselnder Reihenfolge vor- 
genommen haben und deren Ergebnisse wir nachstehend in 
Tabelle 1 zusammenstellen, vermittelt ein neuartiges und cha- 


) Diese Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar S. 301 (1925). 

?) E. Waldschmidt- Leitz, Diese Zs. Bd. 132, 8. 181, und zwar 
S. 190 (1923/24); E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese 
Za. Bd. 149, S. 203, und zwar S. 207 (1925). 

8) Diese Zs. Bd. 138, S. 184, und zwar S. 204 (1924). 
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rakteristisches Bild ihres spezifischen Wirkungsbereichs und 
sie verspricht bedeutsame Kinblicke in den Aufbau des Mole. 
kiils. Die gemeinsame Bedeutung der Versuche, iiber die wir 
berichten, beruht auf der Tatsache, daB die Wirkung der 
einzelnen Enzyme nach einer jeweils bestimmten Leistung 
zum Stillstande kommt und daf diese Leistungen, dure); 
die Bildung chemisch faBbarer Gruppen gekennzeichnet, in 
einfachen ganzzahligen Verhaltnissen zueinander stehen. 


Tabelle 1. 
Hydrolyse durch Trypsin, Trypsin-Kinase, Erepsin; 
Reihenfolge und Leistung. 


(Hydrolyse von 0,20 g Clupeinsulfat = 0,142 g wasser- und aschefreics 
Clupein; Leistungseinheit angenommen entspr. 0,90 ccm 0,2 n-COOH, 


















































Vers. Reihenfolge Zuwachs (ecm 0,2 n) Lidiateens Leistungs. 
Nr. der Enzyme COOH  NH#H, verhiltnis 
1 Trypsin . . .| 0,90 | 0,90 | 1,0+0,03 1 

Trypsin-Kinase . 2,67 | 2,36 3,0 - 0,04 3 
Darmerepsin. 0,94 | 0,96 1,0 + 0,05 1 
2 — Summe:| 4,51 | 4,22 | 5,0 
2 Trypsin... 0,92 0,92 1,0 + 0,03 1 
Darmerepsin. 0,93 0,98 1,0 -+- 0,03 1 
Trypsin-Kinase . 0,89 0,83 1,0 + 0,04 1 
Darmerepsin. 1,70 1,58 1,9 + 0,07 2 
__|___Summe: | _44e | 4.3149 
3 | Trypsin-Kinase.| 3,18 | 3,15 | 3,5 +0,03 2 
Darmerepsin .] 1,53 | 1,72 | 1,7+0,04 
~—— Summe: | 4,66 «| 4,87 «| 52 _ 
4 | Trypsin . . | 0,92 0,96 | 1,0-40,03 
Hefeerepsin . 0,08 0,12 0 














Die Analyse der Tabelle ergibt fiir den Aufbau des 
Clupeins, daB unter den enzymatisch lésbaren Bindungen seines 
Molekiils Gruppen zu unterscheiden sind, die sich mit Bruch- 
teilen von Fiinfteln und Dritteln des hydrolytischen 
Gesamtvorgangs beteiligen; der Vergleich der enzymatischen 
Leistungen in den Versuchen 1 und 2 veranschaulicht die 
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Teilung der spaltbaren Bindungen nach fiinf, Versuch 3 ihre 
Teilung nach drei Untergruppen, deren Kombination zu SchluB- 
folgerungen tiber die Gliederung des Molekiils dienen mag. 
Aus der Tatsache, daB der Wirkungsbereich der einzelnen 
Enzyme, zwar mit ihrer Reihenfolge wechselnd, aber stets in 
einfachen ganzzahligen Verhaltnissen sich ausdriickt, ergibt 
sich die Feststellung, daB das untersuchte Protamin als ein- 
heitlicher chemischer Kérper anzusehen ist, wenn nicht als ein 
Gemisch einzelner, in ihrem enzymchemischen Verhalten gleich- 
artiger Komponenten. 

Bemerkenswerte und neuartige Aussagen erlaubt die Ta- 
helle hinsichtlich der spezifischen Funktionen der ein- 
zelnen enzymatischen Individuen. Die Feststellung zwar, 
daB das Trypsin, das nichtaktivierte Enzym, in Bestatigung 
der Angaben von E. Waldschmidt-Leitz und A. Harten- 
eck!) die Anspaltung des Clupeinmolekiils vollzieht und dab 
seine Funktion nach dem Zutritt der Enterokinase eine be- 
trichtliche Erweiterung erfahrt, war zu erwarten; die Beob- 
achtung aber ist iiberraschend, daB die hydrolytische Leistung 
des vollaktivierten Enzyms ,,Trypsin-Kinase“ am Clupein, wie 
der Vergleich der Versuche 1 und 3 erkennen lift, in ihrem 
AusmaBe hinter der Anzahl der bei kombinierter Kinwirkung 
von Trypsin und Trypsin-Kinase lésbaren Bindungen zuriick- 
bleibt. Die funktionelle Ungleichwertigkeit der Systeme 
Trypsin-+ Trypsin-Kinase einerseits und Trypsin-Kinase 
anderseits, die sich hieraus ergibt*), besagt also, dab die 
Dissoziation des Systems Trypsin-Kinase, die beispielsweise die 
adsorptive Trennung seiner Komponenten ermédglicht*), nicht 
ausreicht, um der spezifischen Funktion des Trypsins neben 
der seiner Aktivatorverbindung Geltung zu verschatfen. Kine 
weitere Beziehung wird durch den Vergleich der Versuche 1 


— 


') Diese Zs. Bd. 149, S. 203, und zwar 8S. 207 (1925). 

*) Vgl. hierzu die entsprechenden Ausfiihrungen von R. Will- 
stitter u. W. Grassmann, Uber die Systeme Papain und Papain- 
Blausiure, Diese Zs. Bd. 138, S. 184, und zwar S, 193 (1924). 

3) E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 132, 8.181, und zwar 
S. 285 (1923/24). 
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und 3 erkennbar: die hydrolytische Wirkung des Trypsins, die 
man an Clupein beobachtet, addiert sich bei der alleinigey 
Aufspaltung des Molekiils durch Trypsin-Kinase und Darn. 
erepsin zu &hnlichen Anteilen zu der Wirkung dieser beider 
Enzyme; es wire zu priifen, ob es gelingt, durch eine noch 
stirkere Zuriickdrangung der Dissoziation im System Trypsin- 
Kinase, nimlich durch eine Steigerung des Kinaseiiberschusses, 
den auf die Krepsinwirkung entfallenden Anteil noch zu erhéhen. 

Wenn die Zuteilung der spezifischen Funktionen des 
Trypsins zur Wirkung anderer Enzyme, nimlich Trypsin-Kinase 
und Erepsin, durch diese Beispiele belegt wird, so ist es aut 
der anderen Seite gelungen, den gréBeren Wirkungsbereich es 
Systems ‘l'rypsin-Kinase, nimlich seine Leistung an zweiter 
Stelle nach derjenigen des Trypsins (Versuch 1), mit drei 
Fiinfteln des hydrolytischen Gesamtvorgangs, durch eine Ver- 
ainderung in der Reihenfolge der angewandten Enzyme weiter 
zu zerlegen; durch die vorausgehende Einwirkung von Darm- 
erepsin, die Versuch 2 wiedergibt, wird nimlich erreicht, dat 
die gesamte, fiir Trypsin-Kinase noch gemessene Leistung sich 
auf ein Fiinftel beschrinkt, wihrend die restlichen Anteile der 
tryptischen Leistung, zwei Fiinftel der Gesamthydrolyse, nun- 
mehr sich der ereptischen Wirkung hinzugesellen. 

Diese Beziehungen lassen erkennen, daB die drei unter- 
suchten Knzyme, T'rypsin, ‘'rypsin-Kinase und Hrepsin, sich i 
ihren Wirkungen, soweit diese sich auf die Auflésung be- 
stimmter chemischer Bindungen im Laufe der Gesamthydrolyse 
beziehen, gegenseitig in gewissem Umfange vertreten kénneu, 
wenngleich man den Wirkungsbereich eines jeden von ihneu 
scharf abgegrenzt findet. Die Auffassung erscheint erschiittert, 
,daB fiir eine gegenseitige Vertretbarkeit“ der Proteasen | 
». keine Anhaltspunkte vorliegen und da daher ihr Angrifi 
auf spezifische Strukturen zu beziehen sein wird“.!) Aber es | 
ist nur ihr Sinn ein anderer geworden. Aus den nun vor- 
liegenden Ergebnissen ist zu folgern, daB die spezifische 





1) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese Zs. Bd. 149. 
S. 208, und zwar S. 213 (1925). 
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Kinstellung der einzelnen Proteasen sich nicht auf die 
Aufspaltung verschiedener chemischer Bindungen allein 
bezieht; der spezifische Wirkungsbereich der untersuchten 
Enzyme stimmt zudem, wie eine einfache Betrachtung ergibt, 
mit den Leistungen nicht iiberein, die zu erwarten wiren, 
wenn man die Spezifitatsunterschiede der Enzyme ausschlieb- 
lich auf Unterschiede in der Natur der an den Peptidbindun- 
gen beteiligten Aminosiuren zuriickfiihrt. Fiir die spezifische 
Angreifbarkeit der einzelnen chemischen Bindung im Molekiil 
durch eine der Proteasen scheint vielmehr auBerdem die 
Natur oder die Anzahl der benachbarten Aminosiure- 
oder Peptidkomplexe ausschlaggebend zu sein. Fiir die Hydro- 
lyse einer Anzahl einfacher Peptide, die nur durch Erepsin 
zerlegt werden, ist ein charakteristischer Unterschied in der 
Spezifitit des Trypsins und des Erepsins erwiesen'); es wird 
an umfangreicherem, synthetischem und hydrolytischem Material 
zu untersuchen sein, welche Faktoren die Spezifitait der drei 
Knzyme, Erepsin, ‘'rypsin und Trypsin-Kinase, beeinflussen und 
wo sich ihre Wirkungen iiberdecken. Ks mag in diesem Zu- 
sammenhange der Hinweis von Interesse sein, da& Unterschiede 
in der spezifischen Angrifisweise, wenn auch nur Geschwindig- 
keitsunterschiede, schon fiir die Hydrolyse niedriger Peptide 
durch Erepsin verschiedener Herkunft, aus Hefe und aus Darm, 
von EK. Abderhalden und A. H. Koelker?) beschrieben 
worden sind. Zu diesen Unterschieden in der Spezifitit der 
beiden Peptidasen fiigt unsere Untersuchung ein weiteres, be- 
sonders charakteristisches Beispiel: die durch erschépfende 
Kinwirkung des Trypsins gewonnenen Spaltprodukte aus Clu- 
pein, die durch das Darmerepsin rasch und in charakteristi- 
schem AusmaBe zerlegt werden, erweisen sich, wie aus Ver- 
such 4 der Tabelle 1 ersichtlich, gegeniiber dem Hefeenzym 
als bestindig. Es ist bemerkenswert, daB in diesem Beispiel 
die spezifische Einstellung der beiden Peptidasen strenger her- 
vortritt als die funktionellen Unterschiede, die zwischen Darm- 


) E. Waldschmidt-Leitz u. A.Harteneck, Diese Zs. Bd. 149, 
S. 204, und zwar S. 206 (1925). 
*) Diese Zs. Bd. 54, S. 363 (1907); Bd. 55, S. 417 (1908). 
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erepsin und Trypsin-Kinase beobachtet werden (vgl. die Ver. 
suche | und 2 der ‘T’abelle 1). 

Die Kinschaltung eines weiteren einheitlichen proteolyti- 
schen KEnzyms, des Papains aus dem Milchsafte des Me. 
lonenbaums?), und zwar in einer Form seiner Blausidureverbin- 
dung, in den Gang der hydrolytischen Fraktionierung des 
Clupeins hat die gewonnenen Erkenntnisse iiber die Gliede- 
rung des Molekiils zu erweitern und zu vertiefen erlaubt. is 
hat sich ergeben, daB die hydrolytische Leistung auch dieses 
Enzyms, ebenso wie die des Trypsins, ein Fiinftel des ge- 
samten enzymatischen Abbaus betrigt, sei es bei der Hin- 
wirkung auf das urspriingliche Protamin, sei es nach voraus- 
gegangener Hydrolyse durch Trypsin. Wenn also die Wirkung 
der beiden Enzyme, von Papain—Blausiure und von ‘Trypsin, 
auf Clupein unabhingig von der Reihenfolge ihrer Kinwirkung 
beobachtet wird, also nicht identisch ist, so zeigt sie docl 
verwandte Ziige; wie aus der Bestimmung des auf Amino- 
siuren und des auf Peptide entfallenden Anteils am Carboxy)- 
zuwachs, die wir im experimentellen Teil der Abhandlung be- 
schreiben, hervorgeht, besteht die Wirkung der beiden Enzyme 
hier ausschlieBlich in der Freilegung von Peptiden, 
also in der Zerlegung des Molekiils in gréBere Bruchstiicke: 
sie unterscheidet sich damit scharf von der Wirkungsweise 
der beiden anderen gepriiften Proteasen, von Trypsin-Kinase 
und Erepsin, die in der Bildung betrachtlicher Mengen freier 
Aminosiuren zum Ausdruck kommt. Dieser Unterschied in 
den Wirkungen von ‘Trypsin einerseits und seiner Entero- 
kinaseverbindung anderseits ist hervorzuheben; er mag fiir die 
Erkenntnis des spezifischen funktionellen Kinflusses der Entero- 
kinase Bedeutung erlangen. 

Wir veranschaulichen die Ergebnisse unsrer Versuche, | 
die die Einschaltung von Papain—Blausiure in den Hydro- 
lysengang betreffen, in der nachstehenden Tabelle 2. 

Trotz der ihrem Ausmabe nach iibereinstimmenden hydro- 
lytischen Leistungen von Papain—Blausiure und Trypsin, die 


') Vgl. dazu R. Willstitter, W. Grassmann u, O. Ambros 
Diese Zs. Bd. 152, S. 164, und zwar S. 166 (1925/26). 
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Tabelle 2. 
Hydrolyse durch Trypsin, Trypsin-Kinase, Erepsin und Papain-Blausiure : 
Reihenfolge und Leistung. 


(Hydrolyse von 0,20 g Clupeinsulfat = 0,142 g wasser- und aschefreies 
Clupein; Leistungseinheit angenommen entspr. 0,90 ccm 0,2 n-COOH.) 
































Vers ; ; Zuwachs (ecm 0,2 n) ; 
“"™" Reihenfolge der Enzyme —____.___.__... Leistung 
Nr. COOH | NH, 

1 Tee ce Re, 0,92 | 0,96 1,0 + 0,03 
Papain-Blausiure. . . 0.90 | 1,0 +- 0,04 
Trypsin-Kinase .. . 110 | 1,25 1,2 +- 0,05 
Darmerepsin . . . . 174 | 1,76 1,9 + 0,07 

Summe: | 4.67 a 6,1 

ie re 0,92 0,96 1,0 + 0,03 
Papain-Blausiure. . . 0,87 0,94 1,0 +- 0,04 
Darmerepsin... . 1,36 1,20 1,5 + 0,06 
Trypsin-Kinase . . . om | 0,65 0,8 + 0,06 
Darmerepsin . . . . 0.54 | — 0,6 + 0,06 

Summe: 4,44 ~- 4,9 

3 Papain-Blausiure. . . 0,94 0,85 1,0 + 0,03 
Seppe 0,81 0.94 0,9 + 0,04 
Trypsin-Kinase . . . 1,68 1,68 1,8 -- 0,04 
Darmerepsin. .. . 1,15 1,11 1,3 + 0,06 

By Summe: | 4,58 | 4,58 | _e. 5,0 

4 | Papain-Blausiiure . . 0,92 | 1,00 1,0 + 0,03 

Darmerepsin ... . 2,18 | 2,24 2,4 + 0,06 





die Tabelle belegt (Versuch 1—3) und die man unabhingig 
voneinander findet, fiihrt die kombinierte Kinwirkung der beiden 
Enzyme bei verinderter Reihenfolge nicht zu identischen Pro- 
dukten; diese Feststellung ergibt sich aus dem verinderten 
bereiche, den man fiir die darauffolgenden Leistungen von 
Trypsin-Kinase und Erepsin beobachtet; eine Vertauschung in 
der Reihenfolge der Einwirkung von Trypsin und Papain— 
Blausiure bewirkt, wie der Vergleich der Versuche 1 und 3 
der Tabelle lehrt, zugleich eine Vertauschung der auf die 
Wirkung von Trypsin-Kinase und von Erepsin entfallenden 
Carboxylanteile. Die vorliegenden Beobachtungen erlauben 





78 E. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner und W. Grassmann. 


noch keine Stellungnahme zu dieser Erscheinung. Kenn- 
zeichnend ist indessen, daB mit der Hinschaltung des pflanz- 
lichen Enzyms die ohne seine Mitwirkung beschriebenen ganz- 
zahligen Verhiltnisse fiir den Wirkungsbereich von 'T'rypsin- 
Kinase und Erepsin (vgl. Tab. 1, Vers. 1) nun nicht mehr beob- 
achtet werden. Es hat den Anschein, da8 die Einwirkung 
von Papain—Blausiure das Molekiil in ungleichartigere Bruch- 
stiicke zerlegt als etwa die von Trypsin, und es steht damit 
in Einklang, wenn die Versuche der ‘labelle 2  iiberein- 
stimmend erkennen lassen, dab die Mitwirkung des Papains 
ein Anwachsen der durch Erepsin und eine Abnahme der 
durch Trypsin-Kinase zerlegbaren Produkte zur Folge hat (vegl. 
dazu die Versuche der T'abelle 1). 

Von der groBen Anzahl besonderer Aussagen, die die T::- 
bellen hinsichtlich der spezifischen Funktionen der einzelnen 
Enzyme zu gewinnen erlauben, heben sich einige Feststellungen 
von allgemeinerer Bedeutung ab, die sich aus den vorliegenden 
Beobachtungen fiir den Aufbau des Clupeins ergeben. So 
laBt der Vergleich der auf den einzelnen Stufen der Hydrolyse 
freigelegten Mengen der Carboxyl- und der Aminogruppen, be- 
stimmt nach dem Verfahren von van Slyke, wie die 'l'abellen 
belegen, keine deutlichen Unterschiede erkennen; der Gesamt- 
betrag der gebildeten sauren und basischen Gruppen 
ist in jedem der angefiihrten Versuche identisch, er ent- 
spricht niimlich einem durchschnittlichen Werte von 4,53 ccm 


0,2 n-Lisung fiir die Carboxyl- und 4,48 ccm 0,2 n-Lésung fiir | 
die Aminogruppen. Es ist fiir die Beurteilung der Voll- | 


stindigkeit der Hydrolyse wie der Einheitlichkeit des unter- 


suchten Protamins von Bedeutung, daB der gefundene Gesamt- | 


zuwachs reaktionsfihiger @-Aminogruppen mit dem _ von 
F. Rogozinski}) nach vollstindiger Hydrolyse mit Saure er- 
mittelten nahezu iibereinstimmt; er betrigt nimlich, wenn man 
ihn in Anteilen des Gesamtstickstofis ausdriickt, 28,8°/, in 
unseren Versuchen gegeniiber 27,0°/, nach Rogozinski.°) 

') Diese Zs. Bd. 79, und zwar S. 404 (1912). 

*) Aus der yon A. Kossel und H. D. Dakin (a. a. O.) ermittelten 
Zusammensetzung des Clupeins errechnet sich der Wert 27,9 °/). 
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Wenngleich also die enzymatische Hydrolyse, die wir mit wech- 
selnder Reihenfolge der einwirkenden Enzyme beschreiben und 
die in allen Beispielen zu dem nimlichen Endzustande fiihrt, 
nur die Auflésung von Peptidbindungen betrifft und wenngleich 
sie die simtlichen im Clupeinmolekiil gebundenen «-stindigen 
Aminogruppen freizulegen erlaubt, so ist sie doch unvoll- 
stiindig, sofern man sie nach der Anzahl der freilegbaren 
Carboxyle bemibt. Es ergibt sich aus unseren Versuchen, dab 
der bei der Hydrolyse von 1 g trockenen, asche- und schwefel- 
siurefreien Clupeins ermittelte Aciditiitszuwachs entspr. 6,38 ccm 
n-Lauge, vermehrt um die im Protamin selbst gemessene Aci- 
ditt entspr. 0,35 ccm n-Lésung, einem Aquivalentgewichte von 
148 entspricht; er ist also geringer als der nach der Zu- 
sammensetzung des Clupeins fiir die Summe aller freilegbaren 
Aminosiiuren berechnete von 7,35 ccm n-Lésung, aus dem sich 
ein basisches Aquivalent von 135 ergibt. Die Annahme liegt 
nahe, daB der beobachtete Fehlbetrag in der Freilegung saurer 
Gruppen, der auf eine Unvollstiindigkeit der Hydrolyse hin- 
weist, mit der Existenz enzymatisch nicht spaltbarer Peptide 
zu erklaren ist. Fiir ihren Aufbau diirfte tertiir an Carboxyl 
gebundenes Prolin charakteristisch sein; aus der Aquivalenz 
des Zuwachses an Carboxyl- und an @-stindigen Aminogruppen, 
die wir beobachten, ist namlich zu folgern, daB die NH- 
Gruppe des Prolins, nach dem Verfahren von van Slyke 
nicht bestimmbar, bei der enzymatischen Hydrolyse nicht 
freigelegt wird. Aber sie liegt auch im Clupein selbst nicht 
frei. Das haben schon A. Kossel und N. Gawrilow!) aus 
der Tatsache geschlossen, daB das Clupein keine formol- 
titrierbaren Gruppen enthalt, und die Geringfiigigkeit der von 
uns bei der alkoholischen Titration gemessenen Aciditat fiihrt 
zu der namlichen SchluBfolgerung. Die Konstanz des Ver- 
hiltnisses im Zuwachse saurer und basischer Gruppen beim 
Abbau des Clupeins erbringt noch eine andere wichtige Be- 
stitigung zu den Anschauungen A. Kossels iiber die Struktur 
der Protamine; sie lift nimlich erkennen, daB die Guanidin- 


) Diese Zs. Bd. 81, S. 274 (1912). 








80 E. Waldschmidt-Leitz, A. Schiffner und W. Grassmann, 


gruppe des Arginins, die mit salpetriger Saure gleichfalls 
nicht reagiert, an den Peptidbindungen des Molekiils 
nicht beteiligt ist. 

Es ist hervorzuheben, daB der gesamte ProzeB der 
hydrolytischen Aufspaltung des Clupeins, dessen einzelne 
Stufen einfache quantitative Beziehungen aufweisen, in der 
Lésung von Peptidbindungen besteht. Die Annahme von 
N. Troensegaard}), es finde bei der Proteolyse eine sekundiire 
Bildung von Aminosiuren statt, ist fiir den Fall der Protamine 
auszuschlieBen. Auch die Vorstellung, als sei der Abbau der 
Proteine in wesentlichen Teilen ein Vorgang der Desaggre- 
gation, zu deren Auslisung es spezifischer Enzyme bediirfe’, 
ist nicht mehr aufrecht zu erhalten; wenn Desaggregations- 
vorginge an der Hydrolyse der Proteine teilhaben, so sind 
dies nur Nebenerscheinungen der Aufspaltung von Saiureamid- 
bindungen. Die Anschauungen endlich, die einen Aufbau der 
Proteine aus einfachen*) oder polymeren*) Diketopiperazinen 
diskutieren, finden in der beobachteten Gliederung des Mole- 
kiils, in welchem Untergruppen zu Fiinfteln und zu Drittelu 


unterschieden werden, und in der spezifischen Einstellung der 


einzelnen Enzyme auf diese keine Stiitze. Spezielle Vor- 
stellungen vom Aufbau des Clupeinmolekiils, die sich aus vor- 
liegenden Befunden sehr wohl schon ableiten lieben, zu ent- 


wickeln, wire verfriiht. Es wird der Beschreibung der spezi- 


fischen Reaktionsprodukte auf den einzelnen Zwischenstuten 
der Aufspaltung und der erweiterten Anwendung der neuen 
Methoden auf andere Proteine, mit der wir beginnen, vor- 
behalten sein, bestimmte und gesicherte strukturelle Erkennt- 
nisse zu begriinden. 


) Zs. fiir angew. Chem. Bd. 38, 8S. 623 (1925). 

*) Vgl. C. Oppenheimer, ,,Die Fermente und ihre Wirkungen", 
5. Aufl, Leipzig 1925; Bd. 2, S. 811ff. und S, 1208; H. Pringsheim, 
Naturw. Bd. 13, S. 1084, und zwar S. 1087 (1925). 


3) E. Abderhalden, Naturw. Bd. 12, 8. 716 (1924). 


*) M. Bergmann, A. Miekely u. E. Kann, Liebigs Ann. det 
Chem. Bd. 445, S. 17 (1925). 
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Experimenteller Teil. 
I, Zur Darstellung des Ausgangsmaterials. 


1. Clupeinsulfat. 


Das Ausgangsmaterial unserer Untersuchung, die frische 
Milch geschlechtsreifer Heringe, verdanken wir den liebens- 
wiirdigen Bemiihungen des Herrn Prof. Dr. K. Ehrenbaum 
von der Fischereibiologischen Abteilung des Zoologischen 
Staatsinstituts in Hamburg, dem wir fiir sein Entgegenkommen 
aufrichtigen Dank schulden. 

Zur Gewinnung des Protamins, zu der wir etwa 1600 g 
getrocknetes Heringssperma verarbeiteten, verfuhren wir nach 
den Angaben von A. Kossel und O. Schmiedeberg'); die 
Ausbeute an reinem, farblosem, aber noch wasserhaltigem 
Sulfat belief sich auf insgesamt 217 g. 

5,0000 g lufttrockenes Sulfat gaben, bei 110° zur Konstanz ge- 
trocknet, 0,4264 g Wasser ab, entsprechend einem Wassergehalte von 
8,52°/,; die getrocknete Substanz erwies sich als stark hygroskopisch. 

Analysen. Das zur Konstanz getrocknete Priparat enthielt 
2,37°/, Asche, 23,56°/, Stickstoff sowie 20,25°/, Schwefelsiure. 

0,5513 g ergaben 0,0138 g Asche. 

0,3251 g lieferten bei der Bestimmung nach Kjeldah! 54,65 eem 
0,1 n-NHg. 

0,3829 g ergaben 0,1846 g BaSQ,. 

0,4901 g getrocknetes Sulfat, in 10,0 eem H,O gelist, verbrauchten 
nach dem Zusatz von 90 cem abs. Alkohol 0,65 cem 0,2 n-KOH; hieraus 
errechnet sich fiir 1,00 g asche- und schwefelsiurefreie Substanz eine 
Aciditéit entspr. 0,35 cem n-Lauge. 

0,2744 g getrocknetes Sulfat, in 5,0 eem H,O gelést, ergaben, nach 
van Slyke bestimmt, 1,00 cem Stickstoff (reduz.), entspr. 0,22 ccm 
0,2 n-NH,; fiir 1,00 g asche- und schwefelsiurefreies Clupein ergibt sich 
damit ein Gehalt entspr. 0,20 cem n-NH,. 

Die optische Aktivitiit des Priiparates entsprach den An- 
gaben der Literatur; aus der fiir eine 0,5°/,ige Lésung des 
lufttrockenen Sulfats bei zwei dem Rohrlinge und 20° be- 
obachteten Drehung von —0,77° errechnet sich fiir die wasser- 





1) Vel. K. Thomas in H. Thierfelders Handbuch der physio- 
logisch-chemischen und pathologisch-chemischen Analyse, 9. Aufl., Berlin 
1924, §. 475. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLVI. 6 
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ce 


freie Substanz «, = —84°, withrend A. Kossel') die spezifische 
Drehung zu —83,1°, D. Kurajeff?) zu —85,5° bestimmte. 


2. Zur Trennung von T'rypsin und Erepsin. 

Das Verfahren zur T'rennung der pankreatischen Prote- 
asen durch ‘onerdeadsorption, das KE. Waldschmidt-Leitz 
und A. Harteneck’) an einer Reihe von Beispielen beschrieben 
haben, gestalten wir nun empfindlicher und ergiinzen es ins. 
besondere mit der Angabe ,der dafiir besonders tauglichen, 
aber“ vordem ,noch nicht hinreichend charakterisierbare: 
‘Tonerdesorten“.*) Die Erscheinung, daB ,,verschiedene Probei 
von ‘l'onerde der Sorte C°) ein quantitativ stark abweichendes 
Verhalten bei der Adsorption des Trypsins zeigten“, ist nun 
ihren Ursachen nach erkannt. Aus einer Untersuchung von 
R. Willstatter, H. Kraut und O. Erbacher®) war nimlich 
hervorgegangen, da8 das frisch bereitete Aluminiumhydroxy 
der Formel Al(OH), (Sorte C) bei der Aufbewahrung in wiil- 
riger Suspension eine Umwandlung erfahrt, die auch sein 
chemisches Verhalten veriindert, einen Ubergang aus der w- 
spriinglichen, instabilen «-Modifikation iiber eine Zwischen- 
stufe C, in das stabile Gel C,. So lassen sich die Unter- 
schiede in den Adsorptionseigenschaften von Praparaten der 
Sorte C, vor denen Waldschmidt-Leitz und Harteneck 
berichtet haben, auf ihren wechselnden Gehalt an den beiden 
letzteren ‘l'onerdemodifikationen, C, und C,, zuriickfiihren; von 
ihnen ist die Sorte ©, die bei langerer Aufbewahrung der 
Gele erhalten wird, fiir die 'rennung der Pankreasproteasen 
besonders geeignet, sie adsorbiert das ereptische Enzym am 
auswihlendsten, wiihrend man anzunehmen hat, da die mit 


1) Diese Zs. Bd. 25, S. 165 (1898). 

*) Diese Zs. Bd. 26, S. 524 (1899). 

8) Diese Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar S. 303; Bd. 149, S. 203, und 
zwar 8, 214 (1925). 

*) Diese Zs. B. 149, 8.1, a. a. O. 

5) R. Willstitter u. H. Kraut, Chem. Ber. Bd. 56, S. 1117 (1923); 
R. Willstitter, H. Kraut u. O. Erbacher, Chem. Ber. Bd. 58, 
S. 2448, und zwar S. 2455 (1925). 

6) Chem. Ber. Bd. 58, S. 2448 (1925). 
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manchen T'onerdepriiparaten beobachteten Stérungen, niimlich 
eine viel stirkere Adsorbierbarkeit des 'rypsins, auf einer 
Jeimischung der /-Modifikation beruhten. Zur Gewinnung der 
einheitlichen Pankreasproteasen wie des trypsinfreien Darm- 
erepsins wenden wir daher die ‘l'onerdesorte C, an, die auch die 
bestiindigste ist; ihre Adsorptionseigenschaften unterscheiden 
sich, wie die nachfolgenden Versuche zeigen, in ausgepriigter 
Weise von denen eines anderen, von Willstitter, Kraut und 
Krbacher’) beschriebenen ‘lonerdegels von der Zusammen- 
setzung AlO-OH; dieses Adsorbens, fiir die Trennung von Mal- 
tase und Saccharase in Hefeausziigen am auswihlendsten?), er- 
weist sich im vorliegenden Falle als ungeeignet. Ks ist eine 
schéne Bestiitigung fiir die chemische, nicht fir die kolloid- 
chemische Funktion von Adsorbenzien, wenn es sich, wie unten 
beschrieben, zeigt, daB mit dem Wechsel in der chemischen 
Zusammensetzung, von Al(OH), zu AlO-OH, eine wesentliche 
Veriinderung der selektiven Adsorptionswirkungen verbunden ist. 

Ks sei an dieser Stelle bemerkt, daB zur Bestimmung des 
Trypsins in den Versuchen dieser Abhandlung ein von dem 
friiher beschriebenen *) abweichendes, empfindlicheres Verfahren 
diente, niimlich mit Kasein als Substrat, iiber dessen Bedin- 
gungen R. Willstitter und K. Waldschmidt-Leitz mit 
G. Kiinstner demniachst berichten werden; die diesem Ver- 
fahren zugrunde liegende Kinheit der tryptischen Leistung 
'T.-(e.)] ist der friiher festgelegten ‘iquivalent. 

Versuch 1. Verhalten gegen Tonerde C,. 20 cem Glycerinaus- 
zug aus frisch getrockneter Pankreasdriise von Schweinen [enthaltend 
57,6 T.-(e.) neben 0,0236 P. Er.-E.] wurden nach dem Verdiinnen mit 
20 cem H,O}+ 1,50 cem n-Acetatpuffer von py, = 3,8 viermal der Adsorp- 
tion mit je 1,5 cem Tonerdesuspension Cy (= je 52,5 mg Al,O,) unter- 
worfen; die vereinigten Adsorbate, die zweimal mit 20 eem 20°/,igem 
Glycerin (durch Acetatpuffer auf py = 3,8 eingestellt) gewaschen waren, 
eluierte man mit 40 cem 0,04 n-NH, (20°/, Glycerin enthaltend), wiih- 


rend man die Adsorptionsrestlésung mit n-NH, neutralisierte. In 38 cem 
der Restlésung bestimmte man noch 34,6 T.-(e.) und 0,0006 P. Er.-E, 


1) Chem. Ber. Bd. 58, S. 2458 (1925). 

*) a.a. O., und zwar 8S. 2462 (1925). 

5) Vgl. dazu E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese 
Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar S. 291 (1925). 
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und in der Elution 14,4 T.-(e.) neben 0,0071 P. Er.-E.; die Restlésung 
enthielt also 60°/, vom angewandten ‘Trypsin und 2,5°/, vom Erepsiu 
und die Elution 25 bzw. 30°/,; der Erepsingehalt der Elution war in. 
folge Enzymzerstérung zu gering. 

Versuch 2. Verhalten gegen ‘Tonerdesorte AlO-OH. 20 com 
Glycerinauszug [mit 32,2 T.-(e.) und 0,0520 P. Er.-E.], mit 20 com 
H,O + 1,5 cem n-Acetatpuffer von py, = 3,8 verdiinnt, adsorbierten wir 
viermal mit je 1,0 ccm Tonerdegel von der Zusammensetzung AlO- OH 
(= je 52,0 mg Al,O,) und eluierten die vereinigten, wie in Versuch | 
gewaschenen Adsorbate mit 40 cem 0,04 n-NH, (20°/, Glycerin enthaltend): 
38 cem der Restlésung enthielten dann 14,4 T.-(e.) und 0,040 P. Er.-k., 
wihrend in der Elution 15,2 T.-(e.) neben 0,0076 P. Er.-E. nachgewiesen 
wurden. Der Gehalt der Restlésung belief sich also auf 45°/, vom an- 
gewandten Trypsin und auf 77°/, vom Erepsin, wiihrend die Elution 47 
bzw. 15°/, davon enthielt. Vom ereptischen Enzym war in diesem Falle 
nur wenig, vom tryptischen aber etwas mehr aufgenommen worden, dic 
Adsorbierbarkeit der beiden Enzyme war also vertauscht. 


3. Darstellung kinasefreien Trypsins. 


Ks war fiir den exakten Vergleich der hydrolytischen 
Leistungen von Trypsin und Trypsin-Kinase erforderlich, die 
Lésungen des 'T'rypsins, die auch aus frisch getrocknetem Driisen- 
material gewéhnlich in geringem Betrage aktiviert erhalten 
werden, in einheitlichem, aktivatorfreiem Zustande zu gewinnen. 
Beispiele fiir die Abtrennung der Enterokinase aus dem akti- 
vierten enzymatischen System, auch aus dem spontan akti- 
vierten, durch 'lonerdeadsorption bei saurer Reaktion, sind von 
EK. Waldschmidt-Leitz!) vor einigen Jahren angefiihrt 
worden; aber das angewandte Verfahren, das nur quantitative, 
keine qualitativen Unterschiede im Adsorptionsverhalten aus- 
nutzt, wiirde zu verlustreich sein, wollte man so, etwa durch 
seine wiederholte Anwendung auf die vom Erepsin befreiten 
Lésungen des 'T'rypsins, die Abtrennung der letzten Anteile 
des Aktivators unternehmen. Das Verfahren, das wir zur Ge- 
winnung kinasefreien Trypsins aus den pankreatischen Ausziigen 
einschlagen, besteht daher nicht in der Abtrennung des Akti- 
vators allein, sondern in der Zerlegung der vorliegenden (Ge- 
mische yon 'I'rypsin und T'rypsin-Kinase in diese beiden Kom- 
ponenten, deren Durchfiihrung auf der Verwertung spezifischer 





1) Diese Zs. Bd. 132, 8. 181, und zwar S, 235 (1923/24). 
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enzymatischer Affinitiiten beruht. So hat es sich ergeben, 
daB aus den ‘l'onerdeadsorbaten des Gemisches von Trypsin 
und Trypsin-Kinase an verdiinnte Lisungen beispielsweise von 
Kasein vorwiegend die aktivierte Komponente abgegeben wird 
und daB es gelingt, nun aus den Adsorbaten das kinasefreie 
Enzym in einheitlichem Zustande durch die Kinwirkung ver- 
diinnten Alkalis abzulésen. Diese Erscheinung, deren Ur- 
sachen auf erweiterter Grundlage untersucht werden sollen, 
wird fir die Erkenntnis des Kinflusses der Enterokinase auf 
die Affinititsverhiltnisse des Knzyms von Bedeutung sein; es 
hat den Anschein, daB die spezifische Wirkung des Aktivators 
nicht oder nicht allein in einer Steigerung der Zerfallstendenz 
der Enzymsubstratverbindung, sondern daf sie in der Vermitt- 
lung der Bindung des T'rypsins an gewisse Substrate besteht.?) 

Ks empfiehlt sich, die Abtrennung von T'rypsin-Kinase aus 
ihrem Gemische mit Trypsin, die wir nachstehend beschreiben 
und fiir deren Nachweis die Priifung auf aktiviertes Enzym 
besonders empfindlich gestaltet wurde, erst nach der Befreiung 
vom EHrepsin vorzunehmen und sie nur an schwach aktivierten 
Driisenausziigen auszufiihren; die Ausbeuten an kinasefreiem 
tryptischem Knzym, die nur maBige sind, wiirden nach einer 
Wiederholung der Trennungsoperationen, wie sic bei stirker 
aktivierten Enzymlésungen erforderlich wiire (vgl. Versuch 4), 
zu geringfiigig sein. 

Versuch 3. 50cem Glycerinauszug aus Pankreasdriise enthielten 
zufolge der Bestimmung 500 T.-(e.), davon nur etwa 6 T.-(e.) oder 1,2°/, 
in aktivierter Form [0,10 ecm, mit Enterokinase aktiviert, 20 Min., 30°: 
1,00 eem 0,2 n-KOH (Kasein): 1,0 T.-(e.); 1,00 cem, ohne Aktivierung 
durch Enterokinase, 1 Stunde, 30°: 0,35 cem 0,2 n-KOH (Kasein): 


0,12 T.-(e.)]. Man verdiinnte sie mit 50 cem H,O + 5,0 ccm n-Acetat- 
puffer von py = 3,8 und befreite sie durch sechsmalige Einwirkung von 


je 7,0 eem Tonerdesuspension C, (= je 245 mg Al,O,) von Erepsin. Die 
‘ ) i y Sa) + eat 





1) Mit dieser Auffassung steht die Beobachtung in Einklang, daf 
nur das aktivierte Trypsin gleich wie Enterokinase allein, nicht aber 
kinasefreies Enzym durch Fibrin adsorbiert wird; vgl. ferner die Aus- 
fiihrungen von H. v. Euler, Vue générale sur le role de la catalyse 
dans les réactions enzymatiques, zitiert nach freundlichst iibersandtem 
Sonderabdruck, Institut Solvay, Deuxi¢me conseil de chimie, S. 656, 
und zwar 8. 666 (April 1925). 
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Mutterlauge der Adsorption enthielt dann in 100 cem noch 90 T.-(e.), 
hiervon 0,75 T.-(e.) oder 0,8°/, in aktiviertem Zustand [1,00 cem, mit 
Enterokinase aktiviert, 20 Min., 30°: 0,90 ecm 0,2 n-KOH (Kasein): 
0,90 T.-(e); 4,0 cem, ohne Aktivierung durch Enterokinase, 2 Stunden, 
30°: 0,18 eem 0,2 n-KOH (Kasein): 0,03 T.-(e.)). 

30 cem der Adsorptionsrestlésung [mit 27 T.-(e.), davon 0,23 T.-(c,) 
in aktivierter Form] nahm man nach der Neutralisation mit n-NH, (bei 
Pu = 7,0) durch zweimalige Einwirkung von je 7,0 ccm Tonerde (. 
(== je 245 mg AI,O,) auf und behandelte das Adsorbat zuerst mit 30 com 
neutraler 1°/,iger Lisung von Kasein (Hammarsten), welche 20°. 
Glycerin enthielt, sodann nach zweimaligem Auswaschen mittels 20 cem 
20°/,igem Glycerin mit 30 cem 0,04 n-NH, (20°/, Glycerin enthaltend), 

Die Kaseinelution des Adsorbates enthielt den gréSten Teil des 
aktivierten Trypsins, nimlich 0,15 T.-(e.) in aktivierter Form [4,0 ccm, 
ohne Aktivierung durch Enterokinase, 2 Stunden, 30°: 0,13 cem 0,2 n-KOH 
Kasein): 0,02 T.-(e.)]. 

In der mittels Ammoniak gewonnenen, mit Essigsdure neutrali- 
sierten Elution war keine Enterokinase mehr nachweisbar und sie ent- 
hielt mit 13,5 T.-(e) noch 9°/, vom gesamten Enzymgehalt des Driisen- 
auszugs [1,0 cem, mit Enterokinase aktiviert, 20 Min., 30°: 0,45 ecm 
0,2 n-KOH (Kasein): 0,45 T.-(e); 5,0 cem, ohne Aktivierung durch Entero- 
kinase, 2 Stunden, 30°: 0,02 cem 0,2 n-KOH (Kasein): 0,0 T.-(e.)]. 

Versuch 4. In 37,5 ecm Glycerinauszug aus Pankreasdriise waren 
562 T.-(e.) enthalten, davon 52,5 T.-(e.) oder 9,3°/, in aktivierter Form 
[0,10 cem mit Enterokinase aktiviert, 20 Min., 30°: 1,50 cem 0,2 n-KOH 
(Kasein): 1,5 T.(e.); 1,0 cem, ohne Aktivierung durch Enterokinase, 
1 Stunde, 30°: 1,42 cem 0,2 n-KOH (Kasein): 1,4 T.-(e.)]. Man unterwartf 
sie nach dem Verdiinnen mit 87,3 cem H,O + 3,0 ccm n-Acetatpuffer 
von py = 3,8 sechsmal der Adsorption mit je 5,0 cem Tonerde C, (= je 
175 mg Al,O,); die Mutterlauge, die erepsinfrei war, wurde mit n-NH, 
neutralisiert (py = 7,0) und nun zweimal mit je 15,0 cem der Tonerde 
(= je 525 mg Al,O,) adsorbiert. Das gewonnene trypsinhaltige Adsorbat 
behandelten wir mit 75 cem neutraler 1°/,iger Kaseinlésung, welche 
20°/, Glycerin enthielt, sodann zweimal mit je 20 cem 20°/,igem 
Glycerin und endlich mit 75 cem 0,04 n-NH, (20°/, Glycerin enthaltend). 
In der letzten, ammoniakalischen, mit Essigsiiure neutralisierten Elution 
waren noch insgesamt 35,6 T.-(e.) nachweisbar, und zwar 0,56 T.-(e.) 
oder 1,6°/, in aktivierter Form [2,0 cem, mit Enterokinase aktiviert, 
20 Min., 30°: 0,95 cem 0,2 n-KOH (Kasein): 0,95 T.-(e.); 4,0 cem, ohne 
Aktivierung durch Enterokinase, 2 Stunden, 30°: 0,20 cem 0,2 n-KOH 
(Kasein): 0,03 T.-(e.)]. Die Abtrennung des aktivierten Enzyms war also 
nach dieser Operation noch nicht vollstindig, wihrend die erhaltene 
Lésung nur noch 6°/, vom gesamten Enzymgehalte des Driisenauszugs 
aufwies. 
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II. Enzymatische Hydrolyse des Clupeins. 


Der Wiedergabe unserer Hydrolysenversuche mit den ein- 
zelnen Proteasen, die wir nachstehend tabellarisch vornehmen, 
seien einige allgemeine Bemerkungen vorausgeschickt, die sich 
auf ihre nahere Ausfiithrung beziehen. Zur Beschreibung der 
angewandten Enzympraparate ist nachzutragen, daB als erep- 
tische Enzyme das einheitliche, von tryptischen Verunreini- 
cungen nach KE. Waldschmidt-Leitz und A. Schaffner’) 
befreite Krepsin aus Darmschleimhaut, sowie einheitliches 
Krepsin aus Hefe’), nach dem Verfahren von R. Willstitter 
und W. Grassmann*) von Hefe—Trypsin getrennt, zur An- 
wendung kamen; als Papainpriparat diente kiiuflicher Succus 
Caricae Papayae (Merck), durch zweistiindige Kinwirkung iiber- 
schiissiger. Blauséure aktiviert.*) 

Die Einstellung der fiir die Enzymwirkung geeigneten 
Wasserstofizahl, p,, = 8,4 fiir die tryptische bzw. 7,8 fir die 
ereptische, bzw. 7,0 fiir die Papainwirkung, und ihre Um- 
stellung bewirkte man durch Zugabe von 0,2 n-NaOH baw. 
HCl, also ohne Anwendung eines eigentlichen Puffers, der, wie 
Ammoniak—Ammonchloridpufter, die Messung reaktionsfihiger 
Aminogruppen oder die titrimetrische Bestimmung des gebil- 
deten Aminosiureanteils gestért hatte. Die Aciditét der Ver- 
suchslésungen, die mit Indicatoren kontrolliert wurde, erfuhr 
im Laufe der einzelnen Hydrolysen keine fiir die KEnzym- 
wirkung wesentlichen Verinderungen. 

Es bedarf nicht der Krwihnung, daB die fir die einzelnen 
enzymatischen Reaktionen angegebenen Kndwerte der Hydro- 
lyse in allen Fallen, wenn wir auch in den T'abellen besondere 
Angaben hieriiber unterlassen, durch die Wirkungslosigkeit 
weiterer Knzymzugabe sichergestellt wurden. In Fallen, in 
denen nach der Beendigung einer enzymatischen Wirkung fiir 
die Kinheitlichkeit der Hydrolyse, die man mit anderen Kn- 


1) Diese Zs. Bd. 151, S. 31, und zwar S. 51 (1925/26). 

*) Dieses Enzym erwies sich gleich wie das pankreatische und das 
Darmerepsin gegeniiber Clupein als indifferent. 

5) Diese Zs. Bd. 153, S. 250 und zwar 8, 280 (1926). 

‘) Mit blausiurefreiem Papain wurde keine Hydrolyse des Clupeins 
beobachtet. 
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zymen weiterfiihrte, Stérungen aus der Aktivitat des zuerst 
angewandten Knzyms zu befiirchten waren, wurde dieses durch 
Erhitzen auf 70—80° inaktiviert; die Kontrollen der Aciditiit 
in alkoholischer Lésung, die wir vornahmen, ergaben dabei in 
keinem Falle eine Veriinderung, wie sie etwa bei eingetretener 
Anhydrisierung oder bei spontaner Hydrolyse hatte erfolgen sollen, 

Die Bestimmung freier Aminogruppen nach van Slyke 
erfolgte durch 10 Minuten lange Kinwirkung von salpetrigey 
Saiure. Fiir die Messung des gesamten Carboxylzuwaches, 
nimlich in 90°/,ig-alkoholischer Lésung, verwandten wir mit 
iibereinstimmendem Ergebnis Phenolphthalein oder 'hymol- 
phthalein als Indicator, wiihrend fiir die Ermittlung des auf freie 
Aminosiuren entfallenden Anteils, in 50°/,igem Alkohol, nach 
R. Willstatter und EK. Waldschmidt-Leitz?) nur Phenol- 
phthalein als Indicator diente. Die in der angefiihrten Unter- 
suchung fiir den in 50°/,igem Alkohol erfaBbaren Anteil der 
einzelnen Aminosiiuren erbrachten Belege, fiir Alanin beispiels- 
weise 28°/,, ergiinzen wir nachstehend mit den entsprechenden 
Angaben fiir die vier iibrigen, als Clupeinbausteine bekannten 
Aminoséuren Arginin, Prolin, Valin und Serin. Unter Be- 
riicksichtigung ihrer Beteiligung am Aufbau des Clupeins er- 
rechnet sich aus den in ‘'l'ab. 3 angegebenen Zahlen fiir den 
in 50°/,igem Alkohol titrierbaren Anteil der Mittelwert von 
29°/,; den in den nachstehenden 'l'ab. 4—29 bei der Hydrolyse 
des Clupeins fiir die Beteiligung freier Aminosaiuren am Carboxy|- 
zuwachs angegebenen Betrag leiten wir somit entsprechend 
Willstatter und Waldschmidt-Leitz durch die Beziehung ab): 

dines 100 (6 — wa 
71 

worin x den prozentischen Anteil gebildeter Aminosiuren, / 
den in 90- und a den in 50°/,igem Alkohol gemessenen Aci- 
ditiitszuwachs bedeuten. Wie eine einfache Rechnung ergibt, 
kann der nach dieser Beziehung ermittelte prozentische Amino- 
siureanteil auch Werte von iiber 100 erreichen, nimlich dann, 
wenn eine Abnahme in der absoluten Anzahl der Peptidmoie- 
kiile eintritt. 





1) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988, und zwar S. 2991 (1921). 
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Tabelle 3. 


Alkalimetrische Titration von becomes 








Ac Jidititenuw achs p ~~ , 
= rozent der Theorie 
Amino- = (ecm 0,2 n-KOH) 
ss ey ‘ , i. a ; . P ; 
saure oy | 1n50 °/,igem in 90 °/,igem | in 50 °/,igem | in 90°/,igem 
Alkohol | - Alkohol Alkohal | Alkohol 
Arginin') | 0,0770 0,72 | 2,20 33 100 
Prolin . . | 0,1356 1,15 | 5,65 20 | 96 
Valin. . . | 0,1000 1,10 | 4,30 26 | 100 
Serin. . . |.0,2000 275 | 941 35 | 99 











1. Hydrolyse durch Trypsin: Trypsin-Kinase: Darm- 
erepsin. 


Tabelle 4. 


Kinwirkung von Trypsin. 
(5,0 g Clupeinsulfat, lufttroc ‘ken; 50 cem ‘Trypsinlésung mit 21 T.-(e.); 
Gesamtvolumen 250 ccm; ;Po= 8 4s 30°; zur Analyse entnommen 10,0 ccm, 
entspr. 0,200. g Clupeinsulfat}. 





Acidititszuwachs (ecm 0,2 n-KOH)| - 
| = 
- NH,-Zuwachs (eem 0,2 n. 
Zeit | in 50°/igem — in 90°/,igem a. : oe 
Alkohol Alkohol = 2 
| ber. f. ber. f. | & & ber. f. 
| beob. 
sta. | e9>: lo ooaci. Pe |o concn) <™ 0,20 ¢ CL. 
6 | oes | oan | 085 | 085 | 0 ee 
8 4 er 0,90 | 090 | 0 0,90 | 0,90 
10 sr 0,90 0,90 _ 0,91 0,91 














Tabelle 5. 


Einwirkung von Trypsin-Kinase nach Trypsin. 
(123 cem Hydrolysengemisch aus Tab. 4, mit 0,2 n-NaQH auf p,, = 8,4 
eingestellt ; 20 ccm aktiviertes Trypsin mit 8.8 T.-(e.); Gesamtvolumen 
148 cem; 30°: zur Analyse entnommen 10,0 ccm, entsprechend 0,166 g 











Clupeinsul fat]. 
_Aciditiitszuwachs (com 0 2 n- -KOH) B NH,-Zuwachs 
Zeit | in 50°/,igem Alk. “in 90°/,igem Alk. | vicnian 
sta,| deeb. ke A ie ae or Es _ Fema 
18 1,16 | 1,40 | 2,21 2,67 | 68 _ _ 
26 119 | 1,48 | 2,21 2,67 66 1,96 2,36 

















1) Bestimmt nach Neutralisation der wiBrigen Loésung mittels 
0,2 n-HCl gegen Bromthymolblau. 
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Tabelle 6. 


Einwirkung von Darmerepsin nach Trypsin-Kinase nach Trypsin. 
[84 cem Hydrolysengemisch aus Tab. 5, mit 0,2 n-NaOH auf p, = 7,8 
eingestellt; 10 cem Darmerepsin mit 0, 026 Er.-E.: ; Gesamtvolumen 110ccm; 

30°; zur Analyse entnommen 10,0 cem, entspr. 0,127 g is peony 





= 





“ee 
“Ae idititszuwachs (cer m 0,2 n- -KOH) Bg NH, -Zuwachs 
Zeit | in 509/ oigem Alk. | in -90°/, igem Alk. |2¢ i —— = 
ber. f. ber. f. | 2 8 | ber. f 
sta.] 5° Josoecr| Pe Joerg cr. | BE | bee) |osogc. 
3 ome on 0,37 aa | -~ _ 
9 0,32 0,50 0,57 0,90 | 56 —_ ie 
12 nee = 0,60 094 | — | 0,61 0,96 




















2. Hydrolyse durch Trypsin: Darmerepsin: Trypsin- 
Kinase: Darmerepsin. 


Tabelle 7. 


Einwirkung von Trypsin. 
[5,0 g Clupeinsulfat, lufttrocken; 50 ccm Trypsinlésung mit 50 T.-(e.) 
Gesamtvolumen 200 ccm; py, = 8,4; 30°; zur Analyse entnommen 10,0 ccm, 
entspr. 0, 250 g Clupeinsulfat]. 








ct  « 
Acidititszuwachs (ecm 0,2 n-KOH) = 2 NH,-Zuwachs 
a & 
Zeit | in 50°%jigem Alk. | in 90°/,igem Alk. oe 
wl — — ber. f. Es ag: ae 
st 0,20 ¢ Cl.| 20D jo20gCLlac} 7°? |0,20¢C! 
4 1,10 0,88 1,12 0,90 0 _ — 
6 1,12 0,89 1,15 | 0,92 0 1,15 0,92 








Tabelle 8. 








Einwirkung von Darmerepsin nach Trypsin. 
[150 eem Hydrolysengemisch aus Tab. 7, 30 Min. auf 70—80° erhitzt und 


mit 0,2 n-NaOQH auf py, = 7,8 eingestellt; 20 cem Darmerepsin mit 
0,0204 Er.-E.; Gesamtvolumen 208 cem; 30°; zur Analyse entnommen 
10,0 cem, se 0,180 g pi ene 




















— 3 
_Aciditiitseuwachs (com 0 12 n- KOH) oa NH, -Zuwachs 
Zeit | in 50°/oi igem Alk. ] in 90° jigem Alk. 2 2 (com 0,2 n) 
b ber. f. - ber. f. es — ber. f. 
Sta.] beob- 0,20. Cl. cob. 10,20g ClLiad | -°” | 0,20¢ Cl. 
2 0,28 | 0,31 0,71 0,79 | 76 _ — 
8 0,32 | 0,85 0,86 0,93 80 0,88 0,98 
6 | 0,32 | 0,85 0,86 0,93 | 80 | 0,83 | 0,92 
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Tabelle 9. 


Kinwirkung von Trypsin-Kinase nach Darmerepsin nach Trypsin. 
‘74cem Hydrolysengemisch aus Tab. 8, 30 Min, auf 70—80° erhitzt und 
mit 0,2 n-NaOH auf p,, = 8,4 eingestellt; 10 cem aktiviertes Trypsin mit 
(0,0 T.-(e.); Gesamtvolumen 96 eem; 30°; zur Analyse entnommen 10,0cem 

entspr. 0,139 g Clupeinsulfat]. 





Antdinenewadie (eem 0,2 n-KOH) 2 8 NH,-Zuwachs 
Zeit} in 50°/oigem Alk. | in 90°/igem Alk.|@=] (om OF D) 
ow. f. 1 £ Lee a 
a) oo oe beob. ed coe. | a 
10 0,25 | 0,36 0,62 | 0,89 | 73 — aa 
20 0,25 0,36 0,62 | 089 | 73 | 057 | O83 














Tabelle 10. 


Kinwirkung von Darmerepsin nach Trypsin-Kinase nach Darmerepsin 
nach Trypsin. 
(63 cem Hydrolysengemisch aus Tab. 9; 10 cem Darmerepsin mit 
0,0152 Er.-E.; Gesamtvolumen 86 ccm; py = 7,8; 30°; zur Analyse ent- 
nommen 10,0 cem entspr. 0,102 g Clupeinsulfat]. 











rn — 
Acidititszuwachs (ecm 0,2 n-KOH) Eg NH.-Zuwachs 
To ; 208 ec 2 n. 
Zeit} in 50°/,igem Alk. | in 90°/,igem Alk. | 2 4 on ee 
| ber, f. | ber. f. |. 8 | ber. f 
beob. | | beob. atmn) week t,. 
Std. | 0,20 g Cl. 0/20 g ClLlag | 0,20¢ Cl 
6 | —0,52 | —1,04 0,70 1,40 | 192 si - 
8 | —0,52 | —1,04 0,85 1,70 | 227 _ - 
22 - “te 0,85 1,70 | — | 0,79 | 1,58 











3. Hydrolyse durch Trypsin-Kinase: Darmerepsin. 


Tabelle 11. 


Eiwirkung von Try psin- Kinase. 


5,0 g Clupeinsulfat, lufttrocken; 20 cem aktiviertes Trypsin mit 
7,25 T.-(e.); Gesamtvolumen 250 cem; py = 8,4; 30°; zur Analyse ent- 
nommen 10,0 ccm, entspr. 0,200 g Clupeinsulfat]. 





a 
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= 
Acidititszuwachs (cc em 0,2 n- KOH) © 8 NH,-Zuwachs 
° } ee iar : Buc v. 9 \ 
Zeit} in 50°/,igem Alk. in 90°), igem Alk. 2 r- eam SF hn.) 
— | ber. f. | — ber. f, 5 2 — ber. f, 
sta} "©" Jo,20gC1.) "°°" jozogCLiag | °°” jo20¢c 
0,5 0,82 0,32 | 0,88 | 0,88 9 oe : 
0,75] 0,97 0,97 | 1,14 | 1,14 14 _ os 
1,25 1,22 ee © ie 31 _ _ 
10 2,00 2,00 8,10 3,10 50 — = 
24 2,04 | 2,04 3,10 | 3,10 48 315 | 3,15 











Nach Zugabe von weiteren 20 cem Enzym [7,25 T.-(e. e)), Pu = 8,4 
10,0 cem, entspr. 0,179 g Clupeinsulfat: 


6 | 0,00 | 0,00 | 0,02 | 0,03 ~ | a : 
Tabelle 12. 


0,00 0,00 | 0,02 | 0,03 

Kinwirkung von Darmerepsin nach Trypsin-Kinase. 
(45 ecm Hydrolysengemisch aus Tab. 11, mit 0,2 n-HCl auf p,, = 7s 
eingestellt; 10 eem Darmerepsin mit 0,026 Er.-E.; Gesamtvolumen 56 ccin; 
= zur ss entnommen 10,0 cem entspr. "0, 144 g Clupeinsulfat). 








-. — 

‘elites achs (cem 0,2 n-KOH) eS NH,-Zuwachs 
Zeit) in 50°/,igem Alk. | in 90°/,igem Alk. 2s ain a) 

ii ber. f. | bach ber. f. 2 N _— ber. { 
Std. coo 10,20¢ C1) °° jo20gCLiagg | "°°" | 0,20¢( 
11 0,17 0,24 1,10 1,58 | 117] 1,24 1,72 
31 = mi 1,10 146 | = 1,24 1,72 














4. Hydrolyse durch Trypsin: Hefeerepsin. 
Tabelle 13. 


Einwirkung von Trypsin. 
[5,0 ¢ Clupeinsulfat, lufttrocken; 50 ccm Trypsinlésung mit 15 T.- 


Gesamtvolumen 250 ecm; ‘Pu = 8 4: 30°; zur Analyse entnomimen 10, a ecm, 
entspr. 0,200 J i 








- Aciditiitseuwachs (ce em 0 2 n KOH) Bg NH,-Zuwachs 
Zeit | in 50°, igem Alk. | in 99°) oigem Alk. @ = (com 0,2 oe 
an ber. f. | _ ber. f. 1.8 S , ber. f 
Std. cob. jo20g¢CL, P jozogeL| 2a | Pe | osog cl. 
5 0,67 | 0,67 0,77 0,77 0 —_ | 
7 0,82 | 0,82 0,94 0,94 0 — | — 
9 0,82 | 0,82 0,92 0,92 0 096 | 0,96 





























Uber die Struktur des Clupeins. 93 


Tabelle 14. 


Kinwirkung von Hefeerepsin nach ‘Trypsin. 


100 cem Hydrolysengemisch aus Tab. 13, mit 0,2 n-NaOH auf p,;,; = 7,8 


vingestellt; 50 cem Hefeerepsin mit 12,25 Hefe-Er.-E.; Gesamtvolumen 
197 cem; 30°; zur Analyse entnommen 10,0 ccm, entsprechend 0,127 g 
Clupeinsulfat]. 





NH,-Zuwachs 
(cem 0,2 n.) 


— ber. f, 


Aciditiitszuwachs (cem 0,2 n-KOH) 





Zeit} in 50° yigem Alk. in 90°/,igem Alk. 
ber. f. | ber. f. 


Aminosiuren 
Prozent ber. 














sta. | Peo | o,90 g Cl. beob. 0,20 g CL. beob. | 0,20 g Cl. 
2 0,00 0,00 | 0,05 008 | — a a 
6 0,00 0,00 | 0,05 | 0,8 - 0,07 | 0,12 


5. Hydrolyse durch Trypsin: Papain—Blausiure: 
‘l'rypsin-Kinase: Darmerepsin. 


Tabelle 15. 
EKinwirkung von ‘Trypsin. 
(5,0 g Clupeinsulfat, lufttrocken; 50 ecm Trypsinlésung mit 15 T.-(e.); 
Gesamtvolumen 250 ccm; p,;,;= 8,4; 30°; zur Analyse entnommen 10,0 cem, 
entspr. 0,200 g Clupeinsulfat}. 














- a 
Aciditiitszuwachs (ccm 0,2 n-KOH) x 3 NH,-Zuwachs 
Zeit) in 50°/,igem Alk. | in 90°),igem Alk. | 2 3 ae 
ber. f. ‘ | ber. f. 2 N ite | ber. f. 
std. | Pe? Jooogcr.| eo? 020g ClLJqa} °°" 0,20¢ CL. 
1 0,82 | 0,82 0,94 | 0,94 0 a ae 
9 0,82 0,82 | 0,92 0,92 0 0,96 | 0,96 





Tabelle 16. 
Einwirkung von Papain-Blausiiure nach Trypsin. 
(200 eem Hydrolysengemisch aus Tab. 15, 30 Min. auf 70—80° erhitzt 
und mit 0,2 n-HCl auf p,, = 7,0 eingestellt; 25 cem aktiviertes Papain 
mit 250 Papaineinheiten; Gesamtvolumen 225 cem; 30°; zur Analyse 
entnommen 10,0 cem entspr. 0,178 g Clupeinsulfat]. 





Aciditiitszuwachs (ecem 0,2 n- KOH) 
Zeit} in 50°/,igem Alk. in 90°/,igem Alk. 


NH,-Zuwachs 


(cem 0,2 n.) 





| Aminosiuren 
Prozent ber. 























ber. | | | ber. f a ber. £ 

sta, | beob. 0,20 g Cl co) | 0,20 g Cl. © | 0,20 g Cl. 

- sstsasaoeRenSEaatujansantnnnseeemsnaseanamantnencnmamesceamnennmtneae er —_ nn | LS Sacusbeoeuaban oe — 
2 wa 0,75 0,84 - - _ 
4 0,30 | 0,90 0,80 0,90 0 ie a 
8 0,80 0,90 | 0,80 0,90 0 0,80 0,90 











‘eee 
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Tabelle 17. 


Einwirkung von Trypsin-Kinase nach Papain—Blausiure nach Trypsin. 
{100 cem Hydrolysengemisch aus ‘Tab. 16, mittels Durchblasen von Lutt 
von Blausiiure befreit und mit 0,2 n-NaOH auf py = 8,4 eingestellt: 
20 cem aktiviertes Trypsin mit 6,0 T.-(e.); Gesamtvolumen 136ecm; 30: 
zur Analyse entnommen 10,0 cem, entspr. 0,126 6 Clupeinsulfat.| | 











“ 
dcciiatliaaiaaeniaibian (cem 0,2 n-KOH) : ¢ NH, Husieiihes 
Zeit | in 50°/,igem Alk. in 90°/, igem Alk. 2 3 (cem 0,2 n.) 
heob | ber. f. — ber. f. < N beob. | ber, f. 

Std} °°” 020g CL) °°” 10,20 g Ch} aad} °° | 0,20¢ Cl 
7] 058 | 0,92 0,70 i170 Jo} — | — 
13 a a 0,73 115 | — | 078 | 15 











Tabelle 18. 
Einwirkung von Darmerepsin nach Trypsin-Kinase nach Papain-Blau 
siure nach 'l'rypsin. 


(60 cem Hydrolysengemisch aus Tab. 17; 10 ccm Darmerepsin wit 

















0,026 Er.-E.; py, = 7,8; 30°; zur Analyse entnommen 10,0 ccm, entspr. 
0, 109 g _——— 
“or 

Aciditiitszuwachs (com 0,2 n- -KOH) eS NH,-Zuwachs 
Zeit} in 50°/,igem Alk. | in 90°), igem Alk. ‘2 a (cem 0,2 wed 
ber, f. | ber. f. [28 ber. f. 
sta. ] Pe Jooogcr| Pe> jooogcl. au] beob. P98 20 C 
18 0,20 0,37 | 0,95 1,74 | 110] 0,96 1,76 
32 — — | 0,95 ae | 














6. Hydrolyse durch Trypsin: Papain—Blausiure : Darm- 
erepsin: l'rypsin-Kinase: Darmerepsin. 


Tabelle 19. 
Einwirkung von Trypsin. 
[5,0 g Clupeinsulfat, lufttrocken; 50 cem Trypsinlésung mit 50 T.-(e.): 
Gesamtvolumen 200 ccm; py = 8,4; 30°; zur Analyse entnommen 10,0 ccm 
entspr. 0, 250 a: Clupeinsulfat}. 











Acidititszuwachs (com 0 2 n- KOH) iE § NH,-Zuwachs 
Zeit} in 50°/,igem Alk. | in 90°), igem Alk. ee ir - sn 
ber. f. | ber. f. |-28 | ber. f 
sta.| Pe ogc) PP |o20g cr] Fe | beob. | 0,20 g Cl 
4 112 | 0,90 1,12 0,90 | 0 oe | _ 
6 1,15 0,92 1,14 0,92 | 0 120 | 0,96 
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Tabelle 20. 
Kinwirkung von Papain-Blausiiure nach Trypsin. 
(182 eem Hydrolysengemisch aus Tab. 19, 30 Min. auf 70—80° erhitzt 
und mit 0,2 n-HCl auf py, = 7,0 eingestellt; 20 cem aktiviertes Papain 
mit 200 Papaineinheiten; Gesamtvolumen 240cem; 30°; zur Analyse 
entnommen 10,0 ccm, entspr. 0,180 g Clupeinsulfat). 





* y*ue i a . T r 
Acidititszuwachs (ccm 0,2 n-KOH) eS NH,-Zuwachs 
Zeit] in 50°/,igem Alk. | in 90°/,igem Alk. ‘a li = sis ao 
; : _ tae ; 
ane ber. f. er | ber. f. |-2 8 _ ber. f. 
Std. wy 1020¢C1.| “°* los0¢CL.iagt ~ | 020¢ Cl. 
Sane aan se - — = oo eee: Saale eouncens-aieaoanaansanageeNeranaesteneusnanscesteor ae ti — ee 
5 0,68 0,75 | 0,73 | 0,82 0 a 
10 0,74 082 | 0,78 | 0,87 0 0,82 0,91 
24 0,72 0,80 | 0,78 | 0,87 0 0,85 0,94 














Tabelle 21. 
Einwirkung von Darmerepsin nach Papain—Blausiiure nach Trypsin 
(80 cem Hydrolysengemisch aus ‘Tab. 20, mittels Durchblasen von Luft 
von Blausiiure befreit und mit 0,2 n-NaOQH auf py, = 7,8 eingestellt; 
10 cem Darmerepsin mit 0,0152 Er.-K.; Gesamtvolumen 112 ccm; 30°; 
zur Analyse entnommen 10,0 ccm, entspr. 0,128 g Clupeinsulfat). 











ilies (cem 0,2 n-KOH) | Bg NE -Zowache 
Zeit} in 50°/,igem Alk. | in 90°/,igem Alk. 32 = ~ 
| ber. f. rf. J.as a 
std. | beeb. ae . beob. | tend _ EE | beob. Prods “a 
24 0,13 0,20 | 0,85 | 1,33 | 118 _ wr 
36 0,16 0,25 | O87 | 1,56 118 0,77 | 1,20 











Tabelle 22. 


Kinwirkung von Try psin-Kinase nach Darmerepsin nach Papain-Blau- 
siiure nach ‘T'rypsin. 

(70 com Hydrolysengemisch aus Tab. 21, 30 Min. auf 70—80° erhitzt und 

mit 0,2 n-NaOH auf py = 8,4 eingestellt; 10 cem aktiviertes Trypsin mit 

5,0 'T.-(e.); Gesamtvolumen 86 cem; 30°; zur Analyse entnommen 10,0 cem 

entspr. 0,104 g Clupeinsulfat). 




















Aciditiitszuwachs (ccm 0,2 n-KOH) 8 NH,-Zuwachs 
Zeit | in 50°/,igem Alk. | in 90°/,igem Alk. 36 —— . 
ber. f. ber. f. |-2 8 ber. f. 
std.| Peob |googor} Pe lozog cil ae | beob- Pcs Cl. 
23 _ — | 0,89 0,75 | — — {| — 
45 0,80 0,57 | 0,39 0,75 33 0,34 | 068 
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Tabelle 23. 
Einwirkung von Darmerepsin nach Trypsin-Kinase nach Darmerepsiy 
nach Papain—Blausiiure nach ‘Trypsin. 
(56 cem Hydrolysengemisch aus Tab. 22; 10 cem Darmerepsin jij 
0,0152 Er-E.; Gesamtvolumen 66 cem; py = 7,8; 30°; zur Analyse ent 
nommen 10,0 ecm ner 0,088 g Clupeinsulfat). 








a * 
Aciditiitszuwachs (cem 0,2 n- KOH) 2 & NH,-Zuwachs 
7 | 5-2 i sets 
Zeit! in 5 °/ igem Alk. | in 90°/,igem Alk. aq (com 0,2 n.) 
nan ber. f. _ ber. f. |.2 8 neo, | be f 
md} """" logoe ci.) ""” oseseiee ss) " (asec 
5 on | ae | 0,22 0,50 os _ = 
24 018 | O28 | 024 | O64 Je7y — | — 








7. Hydrolyse durch Papain~Blausiure: Trypsin : 
'rypsin-Kinase : Darmerepsin. 


Tabelle 24. 
Einwirkung von Papain-Blausiure. 


(5,0 g Clupeinsulfat, lufttrocken; 25 cem aktiviertes Papain mit 250 Pa 
paineinheiten; Gesamtvolumen 200 cem; py = 7,0; 30°; zur Analyse ent. 
nommen 10,0 ccm, entspr. 0,250 g Clupeinsulfat). 





Acidititszuwachs (cem 0,2 n- KOH) LF NH,-Zuwachs 
Zeit} in 50°/,igem Alk. | in i Alk. 33 __ (ccm bi Li.) 
sta. | Peob. oe ai need. Pemet EB: beob. loca 
12 1,20 0,96 | 1,15 0,92 0 a oe 
20 120 | 096 | 1,17 | 0,94 0 1,04 0,8 











Tabelle 25. 
Einwirkung von Trypsin nach Papain—Blausiiure. 
[150 cem Hydrolysengemisch aus Tab. 24, mittels Durchblasen von Luft 
von Blausiiure befreit und mit 0,2 n-NaOQH auf p,, = 8,4 eingestellt: 


80 ecm ‘T'rypsin mit 25,2 T.-(e.); Gesamtvolumen 250 cem; 30°; zur Ana- 
ian entnommen 10,0 ccm, i i 0,144 g Clupeinsulfat}, 











oe «6 
Ac aieiivaninatlin pane 0,2 n- KOH) -s NH, ae 
Zeit) in 50°/,igem Alk. | in 90°%,igem Alk. |@g| (em 0D) 
| ber. f. | ber. f. |.2 8 | ber. f. 
| | ao | 

sta. | Peo joeogcn| Pe loeog cr) ae | beob. 0,20 g Cl. 
4 0,37 0,51 0,47 | 0,65 0 0,45 0,62 
7 1 0,58 0,74 0,56 | 0,79 0 0,70 0,96 
16 | 0,53 0,74 0,58 | 0,81 o | o68 | 0,94 





























ft 
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Tabelle 26. 


Einwirkung von Trypsin-Kinase nach Trypsin nach Papain-Blausiiure. 

146 cem Hydrolysengemisch aus Tab. 25, mit 0,2 n-NaOH auf p,, = 8,4 

eingestellt; 20 ccm aktiviertes Trypsin mit 8,7 T.-(e.); Gesamtvolumen 
166 ccm; 30°; zur Analyse entnommen 10,0 ccm, entspr. 0,126 g 














Clupeinsulfat}. 
fr. 
Aciditiitszuwachs (ecm 0,2 n-KOH) 2 & NH,-Zuwachs 
. or a : ile 38 > 

Zeit} in 50°/,igem Alk. in 90°/,igem Alk. 2% = teem 0,2 n.) 

_ ber. f. aie ber. f. | .8 N beob | ber. f. 
std] °° 1020g CL, °° |0,20g CLI ac] °°? | 0,20¢ Cl 
45 0,40 | 0,68 1,04 | 1,65 84 —-— | = 
56 0,40 | 0,63 106 | 168 | 84 106 | 1,68 











Tabelle 27. 
Kinwirkung von Darmerepsin nach Trypsin-Kinase nach Trypsin nach 
Papain—Blausiiure. 
60 ecm Hydrolysengemisch aus ‘Tab. 26, mit 0,2 n-NaOH auf py, = 7,8 
eingestellt; 10 cem Darmerepsin mit 0,026 Er.-K.; 30°; zur Analyse ent- 
nommen 10,0 cem, entspr. 0,108 g Clupeinsulfat). 




















ene = —— 
Aciditiitszuwachs (cem 0,2 n-KOH) 25 NH,-Zuwachs 
° ‘ Ba Val q 
Zeit! in 50°/,igem Alk. | in 90°/,igem Alk. @ a cen Ee) 
ce ber. f. adi ber. f. _ N — ber. f. 
Std oom. 10,20¢C1.| *°" locogcliad | "" | o20¢Cl 
= armanwer on 7 — — Saas — rere — erence roan 
12 0,00 0,00 | 0,62 113 | 140 —- |} = 
17 000 | 000 | 063 | 1,15 | 140] 060 | 1,11 











8. Hydrolyse durch Papain—Blausiiure: Darmerepsin. 


Tabelle 28. 
EKinwirkung von Papain-Blausiure. 
(5,0 g Clupeinsulfat, lufttrocken; 25 cem aktiviertes Papain mit 250 Pa- 
paineinheiten; Gesamtvolumen 200 cem; py = 7,0; 30°; zur Analyse ent- 








nommen 10,0 cem, entspr. 0,250 g Clupeinsulfat). 








Zeit | in 50°/,igem Alk. 
. ber. f. 
Sta.| eb | o20¢ cL.| 
6 1,10 | 0,89 
8 1,15 0,92 


Aciditiitszuwachs (cem 0,2 n-KOH) 


in 90°/,igem Alk. 








aati ber. f. 
co). 10,20 g Cl. 
| 
| 1,15 0,92 
bie 0,92 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLVI. 








a. 
Ps 3 NH,-Zuwachs 
zs (cem 0,2 n.) 
ERS ber. f. 
N | = 
0 1,25 | 1,00 
0 1,28 | 1,02 
7 








Cc? a) ee ee aM rat ten re Re 


N= Ble 
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Tabelle 29. 


Einwirkung von Darmerepsin nach Papain—Blausiure. 


(92 eem Hydrolysengemisch aus Tab. 28, mittels Durchblasen von Lutt 

von Blausiiure befreit und mit 0,2 n-NaOH auf py, = 7,8 eingestellt: 

10 cem Darmerepsin mit 0,0168 Er.-E.; Gesamtvolumen 114 ccm; 30°: 
zur Analyse entnommen 10,0 cem, entspr. 0,209 g Clupeinsulfat). 

















Aciditatszuwachs (ecm 0,2 n-KOH) ‘ 5 NH,-Zuwachs 
Zeit] in 50°/,igem Alk. | in 90°/igem Alk. | ‘2 # ae 
ber. f. | ber. f. |. 8 | ber. f. 
sta.| Peob- Josogcr) Peo Bee: gaigc; ™*- | 0,20 g Cl, 
8 ~ ~ | a | os jw wi one 
16 052 | O50 | 228 | 218 | 107] 2,35 | 2,24 
Nach Zugabe von weiteren 10 ccm Enzym (0,0168 Er.-E.; py = 7,3: 
6 | 0,02 { 0,02 | 0,00 | 90,00 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 

















Uber die enzymatische Hydrolyse des Caseins. 
(Zweite Mitteilung iiber enzymatische Proteolyse.) 


Von 


Ernst Waldsehmidt-Leitz und Erich Simons. 


(Mitteilung aus dem chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der 
Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. April 1920.) 


Theoretiseher Teil. 


Die Aufgabe, durch fraktionierte enzymatische Hydrolyse 
Kinblick in den feineren Aufbau der Proteine zu gewinnen, 
haben wir in der vyorausgehenden Abhandlung an einem ein- 
fachen Beispiel begonnen. Die Feststellung, daf der spezi- 
fische Wirkungsbereich der angewandten Enzyme, der in der 
Zunahme saurer oder basischer Gruppen zum Ausdruck kommt, 
jeweils ein ganz bestimmter ist und daB ihre Wirkungen ein- 
fache quantitative Beziehungen zueinander aufweisen, hat neue 
Krkenntnisse iiber die strukturelle Symmetrie des untersuchten 
Proteins vermittelt und wertvolle Hinweise auf die spezielle 
Bindungsart seiner Bausteine erlaubt. Allein das Beispiel eines 
Protamins, fiir die priiparative Beschreibung spezifischer Reak- 
tionsprodukte besonders geeignet, mag zu einfach gewiahlt 
sein, um eine Ubertragung der entwickelten Anschauungen auf 
die Struktur anderer, hdhermolekularer Proteine zu_recht- 
lertigen; hat doch die Unangreifbarkeit der Protamine durch 
Pepsin, als dessen Funktion man die Aufspaltung zur Stufe 
ler Polypeptide ansah, Veranlassung gegeben, dieser Klasse 
von Proteinen polypeptidihnlichen Charakter zuzusprechen. 
Die Untersuchung des spezifischen Wirkungsbereichs bei der 
Proteolyse, die die vorausgehende Abhandlung iiber Clupein 
liir das Beispiel von Trypsin und Erepsin eingeleitet hat, war 

7T* 
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eg. koe ae ge ee 





100 Ernst Waldschmidt-Leitz und Erich Simons, 


daher mit der Hydrolyse eines eigentlichen, héhermolekularey 
Proteins zu erweitern, um iiber die besondere Aufgabe der 
dritten wichtigsten tierischen Protease, des Pepsins, und iiber 
seinen Anteil am proteolytischen Abbau eine Anschauung zy 
gewinnen. Die fraktionierte Hydrolyse des Caseins, das nach 
den Angaben der Literatur und nach eigenen Erfahrungen den 
peptischen wie dem tryptischen Abbau besonders leicht unter- 
liegt, soll dafiir die Handhabe bieten. 

V. Henriques und J. K. Gjaldbaek!) haben es zuerst 
unternommen, die Kenntnis der besonderen Aufgabe von Pepsin 
und ‘Trypsin bei der Einwirkung auf Casein und auf andere 
Proteine durch den quantitativen Vergleich der EKinzelwirkungen, 
nimlich des Zuwachses formoltitrierbarer Gruppen, zu férderi, 
Aus ihren Befunden, da& nach einer erschépfenden Vor- 
verdauung durch Trypsin die mit den urspriinglichen Sub- 
straten gemessene betriichtliche peptische Wirkung nun nicht 
mehr zu beobachten war, schien hervorzugehen, daB das T'rypsin 
imstande sei, auch den peptischen Anteil an der Proteolyse 
zu ibernehmen, sofern sich seine Kinwirkung lange genug 
vollzog. Fiir eine Abgrenzung besonderer Wirkungen der 
beiden Enzyme ergaben sich aus diesen Versuchen keine 
sicheren Anhaltspunkte mehr; allein sie sind nicht mit ein- 


heitlichen enzymatischen Individuen ausgefiihrt worden. Mit | 


der Trennung der pankreatischen Proteasen, des Trypsins und 
des Erepsins’), die sich in den Priparaten aus der Pankreas- 
driise vergesellschaftet finden und deren Wirkungen auch in 
den Untersuchungen von Henriques und Gjaldbaek nicht 
unterschieden wurden, haben sich fiir die Bedeutung der von 
diesen Forschern mitgeteilten Beobachtungen und fiir ihre 
Nachpriifung verinderte Grundlagen ergeben. 

So hat es sich am Beispiel des Caseins erwiesen, daB bei 
der fraktionierten Hydrolyse durch Pepsin und durch das 
erepsinfreie T'rypsin die Wirkungen der beiden Enzyme, ge- 
messen an dem in alkoholischer Liésung ermittelten Zuwaclis 


') Diese Zs. Bd. 75, S. 868 (1911); Bd. 83, S. 83 (1912/18). 
?) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese Zs. Bd. 147, 
S. 286 und zwar S. 301 (1925), 
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an Carboxyl, unabhangig von der Reihenfolge ihrer EKin- 


' wirkung beobachtet werden. Die quantitative Ubereinstimmung 


der enzymatischen Kinzelwirkungen, die sich fir diesen Fall 
aus unseren Versuchen ergibt, belaBt fiir eine Vertretbarkeit 
der beiden Enzyme, von Pepsin und Trypsin, keine Anhalts- 
punkte. Es ist indessen mit der aufeinanderfolgenden An- 
wendung der getrennten, einheitlichen Pankreasproteasen, des 


' Trypsins und des Erepsins, méglich gewesen, die schénen Be- 


obachtungen von Henriques und Gjaldbaek in einem 
anderen Sinne zu bestitigen und zu vertiefen: an dem er- 
schépfend mit Trypsin und mit Erepsin gespaltenen Substrat 
findet man fiir das peptische Enzym keine deutliche Wirkung 
mehr. Diese Tatsache, daB die spezifische Wirkung des Pepsins 
nach tryptischer Vorverdauung quantitativ erhalten bleibt, dab 
sie hingegen nach einer kombinierten Hydrolyse durch Trypsin 
und Erepsin nicht mehr wahrgenommen wird, weist darauf 
hin, daB die vorausgehende Kinwirkung des Erepsins zu einer 
Verarmung an Pepsin-Substraten fiihren und daB die be- 
sondere Aufgabe des peptischen Enzyms je nach dem Grade 
der Vorverdauung durch die Mitwirkung des ereptischen ent- 
fallen kann. Diese Feststellung, die fiir die Beurteilung der 
spezifischen Funktion des Pepsins wie fiir die Erkenntnis der 
Proteinstruktur von Bedeutung wire, wird, wenngleich sie 
durch die Beobachtungen von Henriques und Gjaldbaek 
gestiitzt sein mag, auf breiterer Grundlage zu bestitigen sein; 
sie lieBe erkennen, daf, ihnlich wie es in der vorausgehenden 
Abhandlung fiir die Spezifitit des Trypsins und Erepsins 
sich zeigen lie®, auch die spezifische Einstellung des Pepsins 
mehr durch eine besondere Konfiguration der Proteinbausteine 
oder durch die GréBe des Molekiils, als durch eine spezifische 
Bindungsart bestimmt zu sein scheint. 

Wir stellen die angefiihrten Beobachtungen in nachstehender 
Tabelle 1 mit den Ergebnissen anderer Versuche zusammen, 
auf welche im folgenden einzugehen sein wird. 

Die Versuche zur fraktionierten enzymatischen Hydrolyse 
des Caseins, iiber welche die Tabelle berichtet, vermitteln noch 
keine vollstindige Anschauung iiber die Bedeutung und iiber 
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Tabelle 1. 


Enzymatische Wirkung und Reihenfolge. 
(Angaben beziehen sich auf die Hydrolyse von 0,30 g Casein.) 








’ Ac.-Zuw. : Ac.-Zuw. 
Vers.| Reihenfolge com 0,2 n- Vers.| Reihenfolge com 0,2 n- 
Nr | der Enzyme KOH Nr. | der Enzyme KOH 
1 Pepsin 2,20 3 | Trypsin-Kinase 4,54 
Trypsin-Kinase 4,33 Erepsin 4,36 
Erepsin + Pepsin 0,22 
2 | Trypsin-Kinase 4,54 4 Pepsin 2,20 
Pepsin 2,40 Trypsin 2,02 
Trypsin-Kinase 2,50 Trypsin-Kinase + 
Erepsin 2,22 bzw. Erepsin + 

















die Anteile aller méglichen Kombinationen der enzymatischen 
Individuen an der Hydrolyse des Molekiils; die erschépfende 
Aufspaltung des Proteins mittels der drei wichtigsten Proteasen, 
Pepsin, T'rypsin-Kinase und Erepsin, ist nur in einem Beispiel 
durchgefiihrt worden (Versuch Nr. 2). Allein die Gesamtmenge 
der in diesem Falle gebildeten Carboxyle, die einem basischen 
Aguivalent von etwa 166 entspricht, 1iBt erkennen, daB die Hy- 
drolyse noch nicht vollstandig bis zur Stufe der Aminosiuren 
vorgeschritten war; aus den in der Literatur’) angefiihrten Ana- 
lysen der Caseinbausteine ist fiir das erschépfend hydrolysierte 
Protein ein mittleres Basenaiquivalent von etwa 104 zu schitzen. 
Ks ist aber nicht untersucht, ob die Unvollstindigkeit der enzy- 
matischen Hydrolyse des Caseins, die sich aus diesen Befunden 
ergibt und fiir die sich auch in der Literatur zahlreiche Hin- 
weise finden?), auf eine besondere Resistenz gewisser Abbau- 
produkte zuriickzufiihren ist und ob sie sich durch eine 
gréBere Steigerung der angewandten Enzymmengen oder durcli 
eine andere als die angefiihrte Kombination enzymatischer In- 
dividuen iiberwinden laBt. 





1) Siehe dazu O. Kestner, Chemie der EiweiBkérper, 4. Aufl, 
Braunschweig 1925, S. 304. 

*) Vgl. E. Fischer u. E. Abderhalden, Diese Zs. Bd. 39, 8. 8! 
(1903); E. Abderhalden u. P. Rona, Diese Zs. Bd. 42, S. 530 (1904); 
E. Abderhalden u. A. Gigon, Diese Zs. Bd. 53, 8. 119 (1907). 
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Es kénnte nach den angefiihrten Beobachtungen scheinen, 
daB die besonderen Aufgaben der einzelnen Proteasen bei der 
Hydrolyse der Proteine nicht deutlich genug zu unterscheiden 
waren; fiir eine Abgrenzung ihrer besonderen Wirkungen, etwa 
auf die Spaltung bestimmter Aminosiurekomplexe oder be- 
stimmter Strukturen, fehlt uns noch jeder Anhalt. Eine all- 
gemeinere Kennzeichuung der besonderen enzymatischen Funk- 
tionen ergibt sich indessen aus wichtigen Erfahrungen der 
Literatur. Wenn unter der Wirkung des Pepsins, wie man 
annimmt und wie wir bestitigen kénnen, und ahnlich bei der 
Kinwirkung des nichtaktivierten Trypsins?) das Molekil 
der Proteine nur in gréBere Bruchstiicke zerfallt, erkennbar 
an einem verhaltnismiBig nicht bedeutenden Zuwachs an Peptid- 
carboxylen, waihrend anderseits zufolge EK. Waldschmidt- 
Leitz und A. Harteneck?) die Wirkung des aktivierten, 
erepsinfreien T'rypsins iiberwiegend in der Loslésung freier 
Aminoséuren zur Geltung kommt, und wenn endlich, wie 
Waldschmidt-Leitz und Harteneck®*) gezeigt haben, der 
Angriff des Erepsins nur einfache Peptide betrifft, so 
erlauben diese ‘T'atsachen eine prinzipielle Unterscheidung 
dieser vier enzymatischen Funktionen, unabhingig von ihrer 
noch nicht erkannten strukturellen Spezifitit. So wird es 
auch verstindlich, da’, wie aus Versuch 2 der Tabelle hervor- 
geht, die peptische Hydrolyse tryptischer Verdauungsprodukte 
fir die Wirkung des tryptischen Enzyms wiederum Angriffs- 
punkte freizulegen vermag; es mag von der GréBe der noch 
vorhandenen Komplexe, wenn nicht von einer besonderen struk- 
turellen Anordnung ihrer Bausteine abhangen, ob zu ihrem 
weiteren Abbau die Mitwirkung des Trypsins erforderlich ist. 

Wenn es sich ferner in besonderen Versuchen fir das 
Beispiel des Caseins zeigen lie®, da& unter der Wirkung des 
Pepsins, entgegen den von Waldschmidt-Leitz und Har- 
teneck*) an peptischem Verdauungsprodukt aus Hieralbumin 


) Siehe dazu E. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner und 
W. Grassmann in der vorausgehenden ersten Mitteilung. 

2) Diese Zs. Bd. 149, S. 203 und zwar S, 219 (1925). 

%) A. a. O., Bd. 149 und zwar S. 207. 

*) A. a. O., Bd. 149 und zwar 8S. 207. 
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mitgeteilten Beobachtungen, geringe Mengen durch Erepsin 
zerlegbarer Produkte entstehen, wahrend deren Bildung nach 
der Vorverdauung mit aktiviertem Trypsin in betrichtlichem 
AusmaBe beobachtet wird (Versuch 3 der Tabelle), so fiihren 
wir diese Erscheinung auf eine abweichende Zusammensetzung 
des Caseinpeptons zuriick, unter dessen Bestandteilen auch 
geringe Mengen einfacher Peptide enthalten zu sein scheinen; 
ihre Bildung erfolgt in gréBerem Umfange bei der Spaltung 
der peptischen Produkte durch Trypsin allein, ohne Akti- 
vierung mit Enterokinase (Versuch 4 der Tabelle), dessen Wir- 
kungen, wie in der vorausgehenden Abhandlung gezeigt wurde, 
von denen des aktivierten Systems, Trypsin-Kinase, auf Grund 
der gebildeten Spaltprodukte zu unterscheiden sind. Es ent- 
spricht den dort und schon friher!) entwickelten Vorstellungen 
iiber die Bedeutung der Enterokinase als eines Hilfsstoffs fiir 
bestimmte enzymatische Funktionen, wenn auch fiir den Fall 
der fraktionierten Hydrolyse des Caseins der Nachweis gefiihrt 
wird, daB die Reaktionsprodukte des nichtaktivierten Trypsins, 
wie aus Versuch 4 der obigen T'abelle zu ersehen ist, nach der 
Aktivierung durch Enterokinase weiterem Abbau unterliegen. 

Mit diesen qualitativen Beobachtungen, die die spezifische 
Einstellung der einzelnen Proteasen kennzeichnen, verbinden 
sich eine Reihe quantitativer Aussagen iiber ihre ver- 
haltnismaBige Beteiligung am Abbau des Molekiils, soweit 
er in der Zunahme von Carboxylgruppen zum Ausdruck kommt. 
Diese Angaben, die wir in Tab. 2 zusammenstellen, mégen in- 
folge der mit der lingeren Dauer der hydrolytischen Prozesse 


verbundenen Fehlerquellen an Genauigkeit hinter den in der 


vorausgehenden Mitteilung fiir die Hydrolyse des Clupeins an- 
gefiihrten Beobachtungen etwas zuriickstehen; sie lassen in- 
dessen erkennen, da’ auch hier hinsichtlich des Anteils der 
einzelnen enzymatischen Wirkungen an der Hydrolyse des 
Proteins gewisse einfache Beziehungen vorwalten, wenngleich 
ihre Deutung bei der komplizierteren Zusammensetzung des 
Molekiils weniger aussichtsreich erscheint. Auch bediirfen die 





1) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese Zs. Bd. 149, 
S. 203 und zwar 8. 207 (1925). 
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vorliegenden Ergebnisse noch in mehrfacher Hinsicht der Er- 
welterung. : 
Tabelle 2. 
Verhiltnis der enzymatischen Einzelwirkungen. 
(Angew. Enzyme in der angegebenen Reihenfolge; Angaben gelten fiir 
0,30 g Casein; Leistungseinheit angenommen entspr. 2,20 ecm 0,2 n-COOH.) 








Vers. " Aciditiitszuwachs : 
Nr. out ae cem 0,2n KOH Lctatung 
1 Pepsin oe 2 -3.% 2,20 1,0 
ci... a re 2,02 0,9 
2 a 2,20 1,0 
Trypsin-Kinase . . . 4,33 2,0 
3 Trypsin-Kinase . . . 4,54 2,0 
ae ae 4,36 2,0 
4 Trypsin-Kinase . . . 4,54 2,0 
ae a 2,40 13 
Trypsin-Kinase . . . 2,50 1,1 
ON ge HG 2,22 1,0 











Ks ist sehr beachtenswert, da& auch im Beispiel des 
Caseins, das zu den hodhermolekularen Proteinen zihlt, die 
Bedeutung des auf einfache Peptide eingestellten Erepsins fiir 
den hydrolytischen Gesamtvorgang, wenn seiner Einwirkung 
eine erschépfende peptische und tryptische Hydrolyse voraus- 
geht, relativ geringfiigig ist. Wenn man im Sinne der neueren 
Anschauungen iiber die Proteinstruktur eine Kinteilung der 
Proteasen in desaggregierende, unter ihnen Pepsin und Trypsin, 
und in hydrolysierende, namlich peptidspaltende Enzyme vor- 
nimmt!), so ware zu fordern, daB die quantitative Rolle der 
Peptidasen, also des Erepsins, die die Hydrolyse der aus ihren 
Ageregaten freigelegten einfachen Komplexe betrife, iber- 
wiegen sollte. Die angefiihrten Befunde widersprechen einer 
solchen Anschauungsweise. Eine Vorstellung, die den Abbau 
der Proteine in zwei wesentlich verschiedene Vorginge zer- 
legt, in eine Desaggregation und in eine Hydrolyse, halt der 


a 





‘) Siehe dazu C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wir- 
kungen, 5. Aufl, Leipzig 1925/26, 2. Bd, S. 811ff sowie S. 1208; 
H. Pringsheim, Naturw. Bd. 13, 8. 1084 und zwar 8. 1087 (1925). 
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quantitativen Untersuchung nicht stand. Man sollte davon 
Abstand nehmen, die strukturelle Eigenart der Proteine iy 
anderem als in chemischem Sinne zu deuten. 


Experimenteller Teil. 


1. Uber die Spaltbarkeit der peptischen Verdauungsprodukte 
des Caseins. 


Die peptische Hydrolyse des Caseins, die wir an der Zu- 
nahme der gebildeten sauren oder basischen Gruppen verfolgen 
und iiber deren Reaktionsverlauf wir bereits an anderer Stelle 
Angaben veroffentlicht haben, ist bis zur Konstanz der in alko- 
holischer Lésung meBbaren Carboxylwerte durchgefiihrt worden. 

400 ccm einer 6°/,igen Lésung von Casein (Hammarsten), ent- 
haltend 1,60 cem 20°/, iges Ammoniak und mit 400 ccm 2/,-mol. Citrat- 
puffer von py; = 1,2 verdiinnt (p;; der Versuchslésung = 2,8), tiberlieBen 
wir im Thermostaten von 30° der Einwirkung von 4,0 g Pepsin (Merck, 
Brit. Pharm.); die mit 10,0 cem des Versuchsansatzes (enth. 0,30) g 
Casein) durch Titration in 90°/,iger alkoholischer Lésung mit Thymol- 
phthalein gemessene Acidititszunahme entsprach nach a) 1, b) 2, ¢) 6, 
d) 12 und e) 14 Tagen a) 0,65, b) 0,80, c) 1,48, d) 2,20 und e) 2,20 cem 
0,2 n-KOH; der angefiihrte Endwert der Hydrolyse war auch durch er 
neute Enzymzugabe nicht mehr zu steigern. Auch wurde im gleich 
laufenden Kontrollversuch der Einwirkung des sauren Puffers allein 
keine Hydrolyse des Caseins beobachtet. 

Verhalten gegen Trypsin-Kinase. Die Spaltbarkeit 
peptischer Verdauungsprodukte durch aktiviertes Trypsin ist 
lange bekannt; allen man hat bisher die Wirkungen dieses 
Enzyms nicht sicher von denen des begleitenden ereptischen 
zu unterscheiden vermocht. So hat der Versuch, die Reak- 
tionsprodukte der erschépfenden peptischen Hydrolyse der Kin- 
wirkung des erepsinfreien und mit Enterokinase aktivierten 
Pankreastrypsins zu unterwerfen, die Bedeutung, die quanti- 
tative Leistung dieses Enzyms zu ermitteln und zu unter- 
suchen, ob nach seiner EKinwirkung und getrennt von ihr eine 
weitere Spaltung durch Erepsin beobachtet wird. Es hat sich 
gezeigt, daB die unter der rasch einsetzenden Wirkung des 
Trypsins gemessene Acidititszunahme etwa die doppelte der 
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bei der vorausgehenden peptischen Verdauung erreichten be- 
trigt und daB die Produkte der tryptischen Verdauung, wie 
zu erwarten war, nach Zugabe von Darmerepsin weiterhin 
rascher Hydrolyse unterliegen. Wir veranschaulichen diese 
Beobachtungen in der nachstehenden ab. 3 sowie in Vers. 1. 


Tabelle 3. 
Hydrolyse der peptisechen Verdauungsprodukte durch Trypsin-Kinase. 


(590 eem erschépfend hydrolysiertes peptisches Verdauungsgemisch, mit 

n-NaOQH auf py = 8,0 umgestellt; 80 cem erepsinfreie Restlésung von 

Tonerdeadsorption aus Pankreasextrakt [enth. 160 T.-(e.)], aktiviert mit 

10,0 cem Enterokinaselésung; 30°; zur Analyse angew. 10,0 ccm (entspr. 
0,203 g Casein.) 





Zeit Aciditiitszuwachs (cem 0,2 n-KOH) 
Tage beob. ber. fiir 0,30 g Casein 
0,15 | 1,72 | Oo 2,54 
g 2,10 3,10 
5 2,52 3,72 
8 2,68 3,96 
9 2,88 4,26 
10 2,93) 4,33 








Versuch 1. Hydrolyse der Verdauungsprodukte von Pepsin + 
Trypsin-Kinase durch Erepsin. 100 cem der erschépfend mit Pepsin 
und dann mit Trypsin-Kinase vorverdauten Caseinlisung (nach Tab. 3) 
iiberlieB man bei 30° und py = 8,0 der Einwirkung von 10,0 cem trypsin- 
freier Erepsinlésung, einer ammoniakalischen Elution aus Tonerde- 
adsorbat von Darmschleimhautextrakt; die in 10,0 cem (entspr. 0,182 ¢ 
Casein) der Lésung gemessene Aciditiitszunahme belief sich nach a) 1, 
b) 2, ec) 4 Tagen auf a) 0,88, b) 0,98, c) 1,28 cem 0,2 n-KOH. 


Verhalten gegen Trypsin. KE. Waldschmidt- Leitz 
und A, Harteneck’) haben bereits itiber die Beobachtung be- 
richtet, daB peptische Verdauungsprodukte aus Eieralbumin 
durch das nichtaktivierte Trypsin gespalten werden. Wir be- 
statigen und erweitern ihre Angaben an den peptischen Hydro- 





') Erneute Zugabe von 60 ccm aktivierter Trypsinlésung [mit 90 T.-(e.)] 
bewirkte keine weitere Aciditiitszunahme mehr. 
*) Diese Zs. Bd. 149, S. 203 und zwar S. 207 (1925). 
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lyseprodukten aus Casein mit der quantitativen Bestimmung 
des enzymatischen Wirkungsbereichs. Die Leistung des nicht- 
aktivierten Trypsins, die sich im Carboxylzuwachs ausdriickt 
und die Tabelle 4 veranschaulicht, entspricht zahlenmaBig etwa 
der vorangegangenen des Pepsins und sie erreicht ungefahr 
den halben Wert wie mit der Aktivierung des Trypsins durch 
Enterokinase. Mit dieser Beobachtung steht die Feststellung 
in Kinklang, daB durch den Zusatz von Enterokinase zu dem 
erschépfend mit Trypsin hydrolysierten Gemische, wie Ver- 
such 2 erweist, ein rascher Fortschritt der Hydrolyse bewirkt 
wird. Auch unter der EKinwirkung von Erepsin aus Hefe, das 
man in diesem Beispiel zur Ausschaltung der das Darmerepsin 
stets begleitenden Enterokinase verwandte, erfolgt, wie aus 
Versuch 2 ersichtlich, in diesem Fall eine bedeutende Steige- 
rung der Hydrolyse. Es geht daraus hervor, daB mit der 
Wirkung des nichtaktivierten Trypsins, ahnlich wie in der voran- 
gehenden Abhandlung iiber Clupein beschrieben, die Freilegung 
einfacher Peptide verbunden sein diirfte. 


Tabelle 4. 


Hydrolyse der peptischen Verdauungsprodukte durch Trypsin. 


(100 cem erschépfend hydrolysiertes peptisches Verdauungsgemisch, mit 

n-NaOH auf py = 8,0 umgestellt; 25 ccm erepsinfreie Lésung von nicht- 

aktiviertem Trypsin, dargestellt nach dem Verfahren der 1. Mitteilung 

[enth. 7,5 T. (e.)|; 30°; zur Analyse angewandt 10,0 ccm [entsprechend 
0,20 g Casein)). 











Zeit Aciditaétszuwachs (ecm 0,2 n-KOH) 
Tage beob. ber. fiir 0,30 g Casein 
0,25 0,40 0,60 

1 0,75 1,13 

2 1,00 1,50 

3 1,23 1,85 

5 1,35 2,02 








Versuch 2. MHydrolyse der Verdauungsprodukte von Pepsin 
+ Trypsin durch Trypsin-Kinase bzw. Erepsin. 15,0 ccm der erschépfend 
mit Pepsin, dann mit Trypsin vorverdauten Caseinlésung (nach Tab. 4) 
iiberlieB man bei 30° und py = 8,0 und nach Zusatz von a) 5,0 ccm 
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Enterokinaselésung, b) 5,0 ccm trypsinfreier Lisung von Hefeerepsin, 
gewonnen nach dem Verfahren von R. Willstaitter und W. GraB- 
mann’), der Hydrolyse; sie entsprach nach 24 Stunden einer Aciditiits- 
zunahme von a) 0,45, b) 0,33 ecm 0,2 n-KOH in den zur Analyse ent- 
nommenen 5,0 cem des Ansatzes. 

Verhalten gegen Erepsin. Die Reaktionsprodukte der 
peptischen Verdauung des Caseins werden, wie aus nachstehen- 
dem Versuch 3 hervorgeht, schon durch die EKinwirkung des 
Krepsins in geringem MaBe weiter abgebaut; die Pepsinpeptone 
des Caseins haben also nicht, wie KE. Waldschmidt-Leitz 
und A. Harteneck?) fiir Pepton aus Kieralbumin angegeben 
haben, als spezifische Substrate fiir das tryptische Enzym zu 
gelten. Dieser Unterschied mag in der abweichenden Struk- 
tur der beiden Proteine begriindet sein, von denen das Casein 
nicht nur durch eine leichtere enzymatische Spaltbarkeit, durch 
Pepsin oder Trypsin, iiberhaupt, sondern auch durch das Fehlen 
der Koagulierbarkeit ausgezeichnet ist. Es wire zu priifen, 
ob die bei der Koagulation von Proteinen eintretenden struk- 
turellen Veriinderungen, die ja auch auf die enzymatische 
Spaltbarkeit von EinfluB sind, fiir die Bildung erepsinspalt- 
barer Substrate durch Pepsin verantwortlich sind.°) 

Versuch 3. Hydrolyse der peptischen Verdauungsprodukte durch 
Krepsin, 40 cem einer partiell mittels Pepsin vorverdauten Caseinlésung, 


welche durch Zusatz von n-NaOH auf py=7,8 umgestellt waren, iiber- 
lieBen wir bei 30° der Einwirkung von 10,0 cem trypsinfreier Lisung 


, des Erepsins aus Schweinedarm (enth. 0,00130 Er.-E.); der in der Ana- 


lysenprobe von 10,0 cem (entsprechend 0,187 g Casein) nach 18 Stunden 
gemessene Aciditiitszuwachs belief sich auf 0,43 cem 0,2 n-KOH. 


2. Uber die Spaltbarkeit der tryptischen Verdauungsprodukte 
des Caseins. 


Auch zur Gewinnung der tryptischen Verdauungsprodukte 
nahmen wir die Hydrolyse durch das von Erepsin befreite und 


') Diese Zs. Bd. 153, S. 250 und zwar 8. 280 (1926). 

”) Diese Zs. Bd. 149, 8. 203 und zwar S. 207 (1925). 

*) Nach einer Privatmitteilung von Herrn Prof. Dr. O. Kestner, 
Hamburg, werden die peptischen Verdauungsprodukte beispielsweise von 
gekochtem MuskeleiweiB durch Erepsin zerlegt. 
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mittels Knterokinase aktivierte Trypsin bis zur Konstanz der 
Carboxylwerte vor. 


Man lieB auf 500 cem 6°/,ige Lésung von Casein (Hammarsten), 
enthaltend 2,00 cem 20°/,iges Ammoniak, welche durch Zusatz von 
590 cem n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer von p;,;=8,9 (bei 30°) sowie 
von 160 cem 3/,-mol. Citratpuffer von py = 1,2 auf ein py von 7,8 ein- 
gestellf waren, 50 ccm erepsinfreier Restlésung der Tonerdeadsorption 
von Pankreasauszug [enth. 80 T.-(e.)| bei 30° einwirken; die in der Ana 
lysenprobe von 10,0 ecm (entsprechend 0,230 g Casein) ermittelte Acidi- 
tiitszunahme belief sich nach a) 4 Stunden, b) 2, ¢) 5, d) 7, e) 9 Tagen 
auf a) 1,66, b) 2,72, c) 3,38, d) 3,48 und e) 3,48 eem 0,2 n-KOH. Nun 
war auch nach nochmaliger Zugabe der niimlichen Trypsinmenge keine 
weitere Hydrolyse mehr zu beobachten. : 


Ks ist bemerkenswert, daB der mit Trypsin-Kinase hier 
erreichbare Carboxylzuwachs dem nach vorangegangener pep- 
tischer Verdauung ermittelten (Abschnitt I, T'abelle 3) ent- 
spricht; damit stimmt iiberein, dab, wie aus dem folgenden zu 
ersehen sein wird, auch die peptische Wirkung gegeniiber den 
tryptischen Hydrolyseprodukten der an dem _ urspriinglichen 
Substrate gemessenen gleichkommt; die Wirkung der beiden 
Enzyme iiuBert sich also in diesem Falle unabhingig von ihrer 
Reihenfolge. 


Fraktionierte Hydrolyse durch Pepsin, Trypsin- 
Kinase und Erepsin. Die aufeinanderfolgende Einwirkung 
von Pepsin, aktiviertem Trypsin und Erepsin auf die Produkte 
der tryptischen Verdauung, deren Verlauf wir nachstehend in 
den T'abellen 5—7 beschreiben?), 1aBt erkennen, da die durch 
die angewandte Kombination der Enzyme erreichbare Aui- 
spaltung des Molekiils, die auf allen einzelnen Stufen der 
Hydrolyse, durch nochmalige Enzymzugabe kontrolliert, bis zur 
Konstanz der Werte durchgefiihrt war, als unvollstiindig zu 
gelten hat; der gesamte gemessene Aciditiitszuwachs von 
11,66 ccm 0,2 n-Lauge fiir 0,30g Casein, der einem basischen 
Aquivalentgewicht von 166 entspricht, stimmt, wie im theo- 





1) Die parallel zu diesen Versuchen zur Ermittlung der durcl 
Puffer bewirkten Hydrolyse angestellten Kontrollversuche verliefen in 
allen Fallen negativ. 
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retischen Teil dieser Abhandlung ausgefiihrt wurde, mit dem 
sich aus der Zusammensetzung des Caseinmolekiils fiir voll- 
stiindige Hydrolyse errechnenden noch nicht tiberein. Es wird 
zu priifen sein, ob es gelingt, durch eine andere als die an- 
sewandte Reihenfolge des enzymatischen Abbaus die Menge 
der freigelegten Carboxyle noch weiter zu steigern, oder ob 
die Unvollstindigkeit der Hydrolyse auf der Bildung enzy- 


Tabelle 5. 
Hydrolyse der tryptischen Verdauungsprodukte durch Pepsin. 
(370 cem erschépfend hydrolysiertes tryptisches Verdauungsgemisch, mit 
u-HCl auf py; = 2,2 umgestellt; 4,60 g Pepsin (Merck, Brit. Pharm. |; 
30°; zur Analyse angewandt 10,0 cem [entsprechend 0,194 g Casein)). 





Zeit Aciditiitszuwachs (ecm 0,2 n-KOH) 
Tage beob. ber. fiir 0,30 g Casein 
1 U,16 0,25 
6 0,56 0,87 
7 0,60 0,98 
9 0,90 1,39 
16 1,10 1,70 
24 1,55 2,40 
26 1,55 240) 








Tabelle 6. 


Hydrolyse der Verdauungsprodukte von Trypsin-Kinase + Pepsin durch 
Trypsin-Kinase. 

(180 eem der verdauten Lésung aus Tabelle 5, mit 25,0 eem n-NaOH 

auf py = 7,8 umgestellt; 45 cem erepsinfreie Restlésung von Tonerde- 

adsorption aus Pankreasextrakt [enth. 90 T.-(e.)], aktiviert mit 15 cem 

Knterokinaselésung; 30°; zur Analyse angewandt 10,0 ecm [entsprechend 
0,137 g Casein)). 











Zeit Aciditiitszuwachs (cem 0,2 n-KOH) 
Tage beob. ber. fiir 0,30 g Casein 

1 0,46 1,01 

2 0,62 1,36 

3 0,86 1,88 

5 0,98 2,04 

7 1,18 2.58 

9 1,14 2,50 
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Tabelle 7. 
Hydrolyse der Verdauungsprodukte von Trypsin-Kinase + Pepsin + 
Trypsin-Kinase durch Erepsin. 
(80 cem der verdauten Liésung aus ‘Tabelle 6; 7,50 cem trypsinfreie 
Lésung von Erepsin [enth. 0,012 Er.-E.]; 30°; zur Analyse angewanit 
10,0 ecm [entsprechend 0,125 g Casein)). 








Zeit Aciditiitszuwachs (ecm 0,2 n-KOH) 
‘Tage beob. ber. fiir 0,30 g Casein 
1 0,61 1,47 
4 0,73 1,75 
0,92 2,29 
il 0,92 2,92 








matisch besonders schwer spaltbarer Komplexe beruht. Der 
Wirkungsbereich der einzelnen Enzyme, gemessen an der Zu- 
nahme saurer Gruppen, liBt sich, wie schon angefiihrt, durch 
einfache, ganzzahlige Verhiltnisse beschreiben; es ist daher 
nicht wahrscheinlich, daB die Unvollstindigkeit des Abbaus au! 
eine Hemmung der enzymatischen Wirkung durch die gebil- 
deten Spaltprodukte zuriickzufiihren ist und daB sie sich durch 
eine noch weiter gesteigerte Enzymmenge beheben lieBe. 


Fraktionierte Hydrolyse durch Erepsin und Pep- 
sin. Die Produkte der tryptischen Verdauung von Casein 
unterliegen, wie Tabelle 8 veranschaulicht, unter der Win- 
wirkung des Erepsins einer weiteren Hydrolyse, deren Aus- 
mab, gegeben durch den gemessenen Carboxylzuwachs, dem 
des vorangehenden tryptischen Abbaus nahekommt. Allein die 
Tatsache ist schwer verstiindlich, daB die aufeinanderfolgende 
Hydrolyse durch Trypsin-Kinase und Erepsin, deren Stillstand 
durch Zugabe frischer Enzymlésung sichergestellt war und 
deren Produkte, wie aus Versuch 4 hervorgeht, durch Pepsin 
nicht mehr nennenswert gespalten werden, einen Gesamtzuwaclis 
an Carboxyl ergibt, der betriichtlich hinter dem im voran- 
gehenden angegebenen zuriickbleibt. Die Untersuchung dieser 
Erscheinung, die unvollstiindig geblieben ist, bedarf der Fort- 
fiihrung und Nachpriifung in der Richtung, ob es gelingt, die 
beobachtete Resistenz auch bei Anwendung noch gréBerer Pep- 
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sinmengen zu bestitigen oder aber die Fortfiihrung der Hydro- 
lyse mit einer namhaften Steigerung der Mengen pankreatischer 
Enzyme zu bewirken. 


Tabelle 8. 


Hydrolyse der tryptischen Verdauungsprodukte durch Erepsin. 
(500 eem erschépfend hydrolysiertes tryptisches Verdauungsgemisch; 
45 eem trypsinfreie Lésung von Erepsin (enth. 0,027 Er.-E.), nach 5 Tagen 
weitere 45 cem Erepsinlésung [enth. 0,067 Er.-E.] zugefiigt; py = 1,8, 
30°; zur Analyse angewandt 10,0 ccm [entsprechend 0,209 g (fiir Nr.1—3) 

bzw. 0,191 g (fiir Nr. 4—10) Casein)). 








; Zeit Aciditiitszuwachs (ecm 0,2 n-KOH) 
= Tage beob. ber. fiir 0,30 g Casein 
1 0,167 0,24 0,34 
2 1 0,44 0,63 
3 5 0,94 1,35 
4 7 1,42 2,10 
5 10 1,79 2.68 
6 14 2,24 3,39 
7 17 2,49 3,78 
8 21 2,74 4,18 
9 26 3,09 4,36 
10 28 3,09 4,36 











Versuch 4. Hydrolyse der Verdauungsprodukte von Trypsin- 
Kinase + Erepsin durch Pepsin. 360 cem der erschépfend mit Trypsin- 
Kinase, dann mit Erepsin vorverdauten Caseinlésung (nach Tabelle 8) 
stellte man durch Zugabe von 70 cem n-HCl auf py = 2.2 um; dann 
wurden 300 cem der Lésung bei 30° der Einwirkung von 2,0 g Pepsin 
(Merek, Brit. Pharm.) iiberlassen. Die in 10,0 cem der Lésung (ent- 
sprechend 0,160 g Casein) gemessene Aciditiitszunahme belief sich nach 
a) 1, b) 2 Tagen auf a) 0,12 und b) 0,12 ccm 0,2 n-KOH, sie war also 
nur unbedeutend. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLVI. 8 
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Uber die Wirkungsweise des Pepsins. 
Yon 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Erich Simons. 
‘Sechste Mitteilung zurSpezifitit tierischer Proteasen. 


Mit 2 Figuren im Text, 


‘Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in 
Miinchen. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. April 1926.) 


Theoretischer Teil. 

Ks gilt als zweifelhaft, ob es méglich ist, die spezifische 
Wirkung des Pepsins bei der Proteolyse auf bestimmte che- 
mische Strukturiinderungen zuriickzufiihren und sie mit che- 
mischen Methoden zu erfassen; daher beruht der analytische 
Nachweis des Enzyms, fiir welchen viele spezielle Methoden 
empfohlen werden, vorwiegend auf der Messung physikalischer 
Kigenschaften der Substrate, sei es der Léslichkeit oder Fill- 
barkeit, sei es des kolloidalen Charakters. Die Bedeutung 
physikalischer Erscheinungen beim peptischen EKiweiBabbau 
wird zudem durch neuere Anschauungen iiber die Struktur 
der Proteine in den Vordergrund geriickt, wie sie R. O. Her- 
zog') sowie E. Abderhalden?) vertreten haben und die in 
der Vorstellung gipfeln, da8 das Kiwei8 als ,eine Zusammen- 
fassung von untereinander mittels Nebenvalenzen assoziierten 
Elementarkomplexen“*) aufzufassen sei. Das Handbuch vou 
C. Oppenheimer, ,,Die Fermente und ihre Wirkungen“’*, 


1) Naturw. Bd. 11, S. 172 (1923); R. O. Herzog u. M. Kobel, Diese 
Zs. Bd. 134, S. 296 u. zwar §. 299, Anm. 2 (1923/24); R. O. Herzog, Diese 
Zs. Bd. 141, S. 158 (1924). 

2) Naturw. Bd. 12, 8S. 716 (1924). 

8) A. a. O., S. 719 (1924). 

4) 5. Aufl., Leipzig 1925, 2. Bd., S. 812. 
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das athnliche Gedankengange entwickelt, kennzeichnet dem- 
sufolge die Aufgabe des Pepsins wie aller eigentlichen Proteasen 
dahin, daB sie dazu dienen, ,,die kolloidale Aggregation der 
Proteine aufzuheben und die Nebenvalenzbindungen zu lésen, 
welche die polymeren Komplexe zusammenhalten“. ,,Diese 
desaggregierenden Fermente sind keine Hydrolasen im bis- 
herigen Sinne mehr, sie lésen .... nur Nebenvalenzbindungen 
ohne jede chemische Strukturainderung.“1) Auch die Meinung, 
die auf neuere Ergebnisse von M. Bergmann?) Bezug nimmt, 
dab nimlich die Wirkung der Proteasen ,,in der Lisung von 
Gitterstrukturen unter Aufnahme von Wasser bestehe und zu 
offenen Polypeptiden fiihre“*) und daB die spezifische Kin- 
stellung der einzelnen Enzyme durch den Grad der vor- 
handenen Assoziation von Komplexen bedingt sei, ist mit den 
nun vorliegenden Erfahrungen iiber die besondere Wirkungs- 
weise der einzelnen Proteasen nicht zwanglos vereinbar; weitere 
Mitteilungen, die den Vergleich der hydrolytischen Leistung 
verschiedener Proteasen betreffen und die anschlieBend zur 
Veréffentlichung gelangen, werden dies belegen. 


Die Tatsache ist nicht geniigend gewiirdigt worden, dab 
bereits in einer Reihe von Fallen beim peptischen Abbau von 
Proteinen strukturell-chemische Verainderungen beobachtet 
wurden. Zwar schienen die bekannten Untersuchungen von 
K. Fischer und E. Abderhalden*) zu erweisen, daB das 
Pepsin keine Polypeptidbindungen zu lésen vermag, wenngleich 
die Auswahl der gepriiften Peptide unzureichend gewesen sein 
mag; dasselbe gilt fiir die Spaltbarkeit einfacher 2,5-Diketo- 
piperazine zufolge den Angaben von KE. Abderhalden®) sowie 
von EK. Waldschmidt-Leitz und A. Schaffner.*) Andere 


1) A.a. O., S. 813. 

*) Naturw. Bd. 13, S. 799 (1925); M. Bergmann, A. Miekeley u. 
“. Kann, Liebigs Ann, der Chem. Bd. 445, S. 17 (1925). 

3) A. a. O., S. 1208 (1925/26). 

*) Diese Zs. Bd. 46, S. 52 u. zwar S. 57 (1905). 

5) Diese Zs. Bd. 55, S. 384 (1908); E. Abderhalden u. K. Goto, 
Permentf. Bd. 7, S. 169 (1928). 

®) Chem. Ber. Bd. 58, 8. 1856 u. zwar S. 1358 (1925). 

Q* 
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Beobachtungen der Literatur berichten indessen iiber dic 
Bildung von Carboxyl- und Aminogruppen bei peptischer 
Proteolysen. Dahin gehéren die Angaben von V. Henriques 
und J. K. Gjaldbaek}) iiber das Auftreten formoltitrierbare; 
Carboxyle, sowie die Befunde von E. M. Frankel?) iiber einen 
Zuwachs freier Aminogruppen, gemessen nach dem Verfahrey 
von D. D. van Slyke; zu weitergehenden Folgerungen hinsichtlic: 
der Wirkungsweise des Pepsins haben diese Untersuchungen 
nicht gefiihrt. 

S. Edlbacher®) hat zuerst den Versuch unternommen, 
durch Anwendung verschiedener analytischer Methoden KEin- 
blick in den Vorgang der peptischen Verdauung zu gewinnen, 
nimlich durch vergleichende Bestimmung einerseits der formo!- 
titrierbaren Carboxyle, andererseits des methylierbaren Stick- 
stoffs als Ma8 der freien Aminogruppen; seine Ergebnisse 
fiihrten zu der Feststellung, daf die Menge der bei der pep- 
tischen Proteolyse aus Casein und Gelatine freigelegten Car)- 
oxyle zunichst eine stirkere Zunahme erfahre als die Anzabil 
der einfiihrbaren Methylgruppen, um dann bei fortschreitender 
Hydrolyse mit dieser gleichen Schritt zu halten; ihnlich ver- 
lief die gleichfalls verfolgte Hydrolyse durch Trypsin. Die 
Beobachtungen Edlbachers erlauben indessen keine einfachen 
Riickschliisse auf die Natur der durch Pepsin gelisten 
Bindungen; wenn einerseits das Verfahren der Formoltitration 
nach §. P. L. Sérensen nur diejenigen Carboxyle erfaBt, dic 
aus der Hydrolyse von Peptidbindungen hervorgehen, so liefer‘ 
andererseits zufolge den Untersuchungen von J. Herzig und 
K. Landsteiner‘) und von S. Edlbacher®) die Methylierung 
der Proteine und ihrer héheren Abbauprodukte kein sicheres 
MafB fiir die Menge der vorhandenen freien Aminogruppen. Die 
Bedeutung der angefiihrten Befunde fir die Wirkungsweise 
des Pepsins ist nicht sicher zu erkennen. 

1) Diese Zs. Bd. 75, S. 362 (1911); Bd. 83, S. 83 (1913). 

2) Jl. of. Biol. Chem. Bd. 26, §, 31 (1916). 

8) Diese Zs. Bd. 107, S. 52 u. zwar S. 67 (1919); Bd. 108, 8S. 25: 
(1919/20). 


4) Diese Zs. Bd. 111, S. 224 (1920). 
5) Diese Zs. Bd. 112, S. 80 (1920/21). 
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Aus diesen Beobachtungen der Literatur, zu denen auch 
die ilteren Angaben von J. Christiansen!) zu rechnen sind, 
ceht bereits hervor, daB unter der Wirkung des Pepsins sich 
die Aufspaltung von Bindungen —NH—CO— vollzieht, er- 
kennbar an der Zunahme formoltitrierbarer Gruppen. Die in 
einer Untersuchung von Y. Uwatoko?”) ausgesprochene An- 
schauung, ,daB das Pepsin nicht imstande ist, die Peptid- 
bindungen der Aminosiuren in den Kiwei8kérpern zu lésen“, 
ist zu weitgehend; die Feststellung, da& im Gegensatz zur 
tryptischen Verdauung die Bildung freier Aminosaiuren durch 
Pepsin nicht beobachtet wird*), schlieBt die Auflésung von 
Peptidbindungen nicht aus. Allein der Versuch ist nicht 
unternommen worden, die Gesamtmenge der bei der peptischen 
Proteolyse gebildeten Carboxyle und Aminogruppen unabhingig 
voneinander vergleichend zu bestimmen. 

Die Anwendung des Verfahrens der Carboxyltitration in 
alkoholischer Lésung zur Verfolgung der Pepsinwirkung, die 
wir vorgenommen haben, hat uns nun im Vergleich mit der 
gasometrischen NH,-Bestimmung nach van Slyke zu dem 
Ergebnis gefiihrt, dab bei einer Anzahl von Proteinen, so bei 
Albumin, Globulin und Casein, wenigstens in den ersten Sta- 
dien der Proteolyse, das Verhaltnis des Zuwachses an 
NH,:COOH mit geringen Schwankungen konstant=1 ge- 
funden wird. Es ergibt sich daraus die bemerkenswerte Fest- 
stellung, daB die Wirkung des Pepsins in diesen Fallen im wesent- 
lichen in der Aufspaltung von Siureamidbindungen besteht, an 
welchen reaktionsfahige «-staindige Aminogruppen beteiligt sind. 

Wenn wir in einigen besonderen Fallen, nimlich bei der 
Hydrolyse alkoholléslicher Getreideproteine, des Gliadins aus 
Weizen und des Zeins aus Mais, eine Inkonstanz des Quo- 
BB, 
COOH 
nicht betrichtliche Abnahme im Sinne gesteigerter Carboxyl- 


tienten beobachten, nimlich eine stiindige, wenn auch 


1) Biochem. Zs. Bd. 46, S. 50 (1912). 

*) Diese Zs. Bd. 139, 8S. 76 (1924). 

8) Vgl. R. Willstatter u. E. Waldschmidt-Leitz, Chem. Ber. 
Bd. 54, S. 2988 und zwar S. 2992 (1921). 
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bildung, so fihren wir diese Erscheinung auf die besonder: 
Zusammensetzung dieser Proteine zuriick, unter deren Bau- 
steinen Glutaminséure und Pyrrolidincarbonsiure neben Am- 
moniak ihrer Menge nach im Vergleich zu anderen Eiweiii- 
kérpern stark hervortreten.!) Abhnliche Abweichungen ergeben 
sich bei der Hydrolyse von Gelatine, deren Zusammensetzung 
gekennzeichnet ist durch einen hohen Gehalt an Prolin und 
an QOxyprolin:”) Es ist mit der Moglichkeit zu rechnen, dati 
die Wirkung des Pepsins in diesen Fallen zum Teil in der 
Freilegung tertiir an Carboxyl gebundenen Prolin—Stickstotis 
besteht oder daB, im Falle der alkoholléslichen Proteine, eine 
Abspaltung von Ammoniak erfolgt aus amidartiger Bindung 
an ein Carboxyl der Glutaminsiure; die Unzulinglichkeit des 
gasometrischen Verfahrens von van Slyke, das unter den an- 
gewandten Bedingungen die NH-Gruppe des Prolins gar nicht 
und das gebildete Ammoniak nur unvollstandig zu erfassen 
erlaubt’), mag fiir den scheinbaren Ausfall an basischen Aqui- 
valenten verantwortlich sein. 

Ks ist beachtenswert, daB auch der Angriff des Pepsins, 
der in den neueren Anschauungen auf die héchstaggregierten 
Proteinkomplexe bezogen wird, in einem gleichmafigen Zu- 
wachs chemisch faBbarer Carboxyle und Aminogruppen zum 
Ausdruck kommt. Die Bestimmung der peptischen Wirkung 
auf Grund des Zuwachses an Aciditit oder auch an freien 
NH,-Gruppen, der sehr betrichtlich ist, ist der Messung physi- 
kalischer Zustandsinderungen der Substrate, beispielsweise der 
Viscositaét, iiberlegen; die Veranderung dieser Kigenschaften, 
deren Wesen undurchsichtig ist und die je nach der Wahl 
des Substrates nach Sinn und GréBe wechseln kann, wird, wie 
aus dem experimentellen Teil dieser Abhandlung zu ersehen 
ist, kein allgemein brauchbares MaB fiir die enzymatische 
Wirkung geben. 





1) Siehe dazu O, Kestner, Chemie der EiweiBkérper, 4. Auiti. 
Braunschweig 1925, S. 244. 

2) A. a. O., S. 266. 

8) Siehe dazu E. Abderhalden, Handbuch der biochemischen 
Arbeitsmethoden, Berlin und Wien 1912, Bd. V, 2. Teil, S. 1002. 
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Experimenteller Teil. 


1. Zur Messung der Pepsinwirkung. 


Die in der Literatur’) zur Messung der Pepsinwirkung 
empfohlenen Verfahren beziehen sich iiberwiegend auf Unter- 
schiede in den EKigenschaften von unverdautem und verdautem 
Substrat, in der Léslichkeit oder der Fallbarkeit mit gewissen 
Reagenzien, in anderen Fallen auf die Verinderung bestimmter 
Kigenschaften der Substratlésungen, die mit der Aufhebung 
ihres hochmolekularen Zustandes verbunden sind; sie erfassen 
nur Teilvorginge der enzymatischen Reaktion. Auch die von 
Kk. Schiitz?) zuerst beschriebene Methode der polarimetrischen 
Analyse peptischer Verdauungsprodukte von EKiereiweiB, die 
zur Aufstellung seines bekannten Zeitgesetzes fiir die Pepsin- 
wirkung gefiihrt hat, entbehrt der sicheren Grundlage und JabBt 
sich nicht verallgemeinern. 

Insbesondere die Zuhilfenahme physikalischer MeBmethoden 
zur Bestimmung des Reaktionsverlaufs wie der viscosimetrischen 
Analyse nach E. J. Spriggs’), deren Grundlagen undurch- 
sichtig und verwickelt sind, kann zu irrigen SchluBfolgerungen 
auf die Spaltbarkeit von Substraten wie auf das MaB der 
Enzymwirkung fiihren; ihre Ergebnisse werden durch die 
Kigenschaften unbekannter und ungleichartiger Zwischen- 
produkte in hohem MaBe beeinfluBt. So ergibt der Vergleich 
der peptischen Hydrolyse beispielsweise von Casein und von 
Gelatine, der auf die viscosimetrische Analyse des Reaktions- 
verlaufs gegriindet ist und den die nachstehende Figur 1 ver- 
anschaulicht, ein durchaus verschiedenes Verhalten. Wiahrend 
die innere Reibung der Gelatinelésung unter der Kinwirkung 
des Pepsins eine rasche Abnahme erfahrt, die nach kurzer 
Zeit zu einem Endwerte fiihrt, bewirkt im Beispiel des Caseins 
die Bildung eines hochviscosen Zwischenproduktes der Hydro- 





1) Siehe dazu C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 
). Aufl., Leipzig 1925, 2. Bd., S. 847ff. 

*) Diese Zs. Bd. 9, S. 577 (1885). 

®) Diese Zs. Bd. 35, S. 465 (1902); siehe dazu J. H. Northrop u. 
R.S. Hussey, Jl. of gen. Physiol. Bd. 5, S. 353 (1928). 
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lyse zuniichst einen bedeutenden Anstieg der Viscositat, deren 
Abklingen erst mit dem langsamer erfolgenden Abbau dieses 
Zwischenproduktes einsetzt. Die meBbare Menge des gebildeten 
Reaktionsproduktes, die das AusmaB der beobachteten Viscositiits- 
erhdhung bestimmt, hingt, wie aus der Figur hervorgeht, von 
dem Geschwindigkeitsunterschied seiner Bildung und seiner 
Spaltung ab, der mit der angewandten Enzymmenge wechselt. 
So ist es zu erklaren, daB die Wirkung geringer Enzymmengen 
zu absolut héheren Viscositiitswerten fiihrt, als sie bei An- 
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Fig. 1. Pepsinwirkung und Viscositat. 


wendung groBer Pepsinmengen beobachtet werden; eine ein- 
fache Messung des Enzyms laBt sich auf Grund der viscosi- 
metrischen Analyse nicht durchfihren. 

Zu den in der Figur veranschaulichten Versuchen ver- 
wandte man 20,0 ccm 3°/,ige Lésung von Casein (Hammarsten), 
bzw. 10,0 cem 6°/,ige Gelatine (Goldgelatine des Handels) mit 
je 10,0 com 4/, mol. Salzsiure—Citratpuffer von p,, = 1,2 
(1 T. 1/, mol. sek. Caliumcitrat + 4T. }/, n-HCl) und wechselnden 
Mengen Pepsin (Merck, Brit. Pharm.) bei 30°, das p,, des 
Versuchsansatzes betrug 2,8 bzw. 2,2; die Bestimmung der 








ccomO092n KOH 
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inneren Reibung erfolgte im Ostwaldschen Viscosimeter durch 
Messung der AusfluBzeit gleicher Volumina der Ansiitze 
bei 30°. 

Fiir die Messung der Pepsinwirkung werden eintache 
chemische Methoden, die nur selten angewandt worden sind, 
den Vorzug verdienen; allein die chemische Analyse, die die 
cesamte Menge gebildeter Reaktionsprodukte erfaBt, gewihr- 
leistet eine sichere Beschreibung des enzymatischen Reaktions- 
verlauts. Verfahren zur Bestimmung des Pepsins, die diese 
Richtlinien befolgen, werden auf der Ermittlung der bei der 


ee ks 


9059 En 


x Nn Dp = 
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Zeiteinheiten 


Fig. 2. Pepsinwirkung und Aciditat. 


Hydrolyse freigelegten sauren oder basischen Gruppen auf- 
zubauen sein, auf deren Bildung zuerst die Untersuchungen 
von V. Henriques und J. K.Gjaldbaek?) und von J. Christi- 
ansen?) hingewiesen haben. So erweist sich das Verfahren 
der alkalimetrischen Bestimmung von Aminosiuren und Peptiden 
in alkoholischer Lésung, das die Gesamtheit der bei der 
Proteolyse entstehenden sauren Gruppen ergibt und das sich 
bei der Untersuchung vieler anderer Proteasen bewihrt hat, 
auch fiir den Fall der peptischen Verdauung als geeignet. 





1) Diese Zs. Bd. 75, S. 362 (1911); Bd. 88, S. 83 (1913). 
*) Biochem. Zs. Bd. 46, S. 50 (1912). 
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Die alkalimetrische Analyse der Verdauungsprodukte ergil: 
fiir die Wirkung des Pepsins auf die verschiedensten Substrate, 
wie wir in vorstehender Figur 2 veranschaulichen und wie 
auch im folgenden Abschnitt belegt werden wird, in allen 
Fallen betrachtliche Zunahmen an Aciditét. Die allgemeinere 
Anwendbarkeit dieses Verfahrens fiir den Vergleich ver- 
schiedener Proteolysen geht zudem aus der Tatsache hervor. 
daB der Reaktionsverlauf der Enzymwirkung unabhiangig vor 
der Natur der angewandten Substrate beobachtet wird; de 
von E. Schiitz aufgestellten Beziehung, nach welcher der Um. 
satz x =hYt, folgt der Verlauf der Acidititszunahmen in- 
dessen, wie wir in Tabelle 1 fiir Casein und Eiereiweif be- 
legen, in keinem Falle. 

Die in Figur 2 mitgeteilten Versuche veranschaulichen 
die Acidititszunahme von 0,60 g Casein (Hammarsten), bzw. 
0,30 g Gelatine, bzw. 0,30 g Eieralbumin (Kahlbaum) in 
3°/,iger Lésung bei p, = 2,8, bzw. 2,2, bzw. 2,2 (eingestellt 
durch Zusatz von */, mol. Citratpuffer von p, = 1,2) und bei 
30° unter der Wirkung wechselnder Mengen Pepsin (Merck, 
Brit. Pharm.). Man bestimmte sie durch Titration in 90°/,igem 
Alkohol mit Thymolphthalein als Indicator; besondere Kontroll- 
versuche iiber eine Hydrolyse durch den sauren Putfer allein 
verliefen in allen Fallen negativ. 


Tabelle 1. 


Reaktionsverlauf der Pepsinwirkung. 
(Versuchsansatz, wie fiir Figur 2 beschrieben; 0,05 g Pepsin). 














Casein Eieralbumin 

a ea . b= —— t “ | k= — 

| Ac-Zun. | vii... Ac.-Zun, | V 
Minuten | oom 0,2 n-KOH| ber. Minuten | ccm 0,2 n-KOH | ber. 
3,5 0,40 0,21 15 | 0,21 0,054 
1,0 0,48 0,18 30 0,33 .| 0,060 
15 0,74 0,19 60 0,50 0,064 
30 0,96 | 0,17 a 0,60 0,055 
60 1,13 0,15 240 0,79 0,051 
120 1,28 | 0,12 480 1,01 | 0,046 
480 1,75 0,08 1440 1,26 0,033 
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Unter den Bedingungen der alkalimetrischen Bestimmung 
fndet man ferner, wie aus Tabelle 2 fiir das Beispiel der 
Caseinhydrolyse hervorgeht, innerhalb der Versuchsfehler die 
Zeiten gleichen Umsatzes den Enzymmengen umgekehrt pro- 
portional; das gepriifte Verhiltnis der Enzymmengen wie 1:2 
wird fiir die Ausarbeitung einer exakten Pepsinbestimmung, 
fiir welche als Substrat das leicht und weitgehend spaltbare 
Casein besonders geeignet erscheint, zu erweitern sein. 


Tabelle 2. 


Pepsinmenge und Umsatz. 


(Versuchsansatz, wie fiir Figur 2 beschrieben; Enzymmenge 1 = 0,10 ¢; 
Angaben bedeuten Aciditiitszunahme in ccm 0,2 n-KOH). 




















Enzym- | 2-¢=0,25| 0,50 1,0 2,0 8,0 
menge (£) 

0,5 0,74 0,96 114 1,28 1,75 

1,0 0,85 0,96 1,18 1,40 1,70 


2. Bestimmung des Quotienten 00H bel peptischen 


Hydrolysen. 

Der Zuwachs titrierbarer Carboxyle unter der Wirkung 
des Pepsins, der im vorhergehenden belegt wurde, ist begleitet 
von der Bildung freier Aminogruppen, deren Auftreten schon 
EK. M. Frankel?) beschrieben hat. Allein das Verhiltnis, in 
welchem die Freilegung saurer und basischer Gruppen bei der 
Proteolyse erfolgt, ist nicht bestimmt worden. Es hat sich 
ergeben, daB der Vergleich der Zunahmen, die die in alko- 
holischer Lésung titrierbaren Carboxyle einerseits, die mit 
salpetriger Siure reagierenden Aminogruppen andererseits im 
Verlauf der peptischen Verdauung erfahren, je nach der Natur 
des untersuchten Proteins ein charakteristisches Verhiltnis der 


treigelegten Gruppen erkennen laBt. Dieses Verhiltnis, das 


in dem Quotienten oe SOOT zum Ausdruck kommt, findet 








1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 26, S. 31 (1916). 
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man bei der Hydrolyse von Vertretern aus einigen wichtigen 
Klassen von Proteinen innerhalb der Fehlergrenzen konstant, 


es betriigt nimlich etwa 1. 


Dies gilt, wie die nachstehenden 


Tabellen 83—5 belegen, beispielsweise fiir den peptischen 
Abbau von Casein, von Eieralbumin oder auch von pflanzliche 
Globulin, wahrend in gewissen anderen Fallen, bei der Hydro- 


lyse von Proteinen besonderer Zusammensetzung, eine schein- 
bar stirkere Zunahme saurer Gruppen gemessen wird, so bei 
alkoholléslichen Getreideproteinen oder auch bei Gelatine 
‘Tab. 6—8). Die besonderen Riickschliisse, die aus diesen Be- 
funden hinsichtlich der Wirkungsweise des Pepsins abzuleiten 
sind, sind bereits im theoretischen Teil dieser Abhandlung er- 
értert worden; so mag es an dieser Stelle geniigen, nacii- 
stehend die experimentellen Ergebnisse tabellarisch zu_ver- 
zeichnen. Man bestimmte in aliquoten Teilen der Verdauungs- 
ansitze den Carboxylzuwachs durch Titration in 90°/) iger 
alkoholischer Liésung mit Thymolphthalein und die Zunahme 
freier Aminogruppen durch 10 Minuten lange Einwirkung vou 
salpetriger Siure nach dem gasometrischen Verfahren von 


van Slyke. 


Peptische Hydrolyse von Casein. 
(100 cem 6°/,iges Casein (Hammarsten) + 100 cem '/, mol. Citratpufie: 
von py = 1,2 + 0,50 g Pepsin (Merck, Brit. Pharm.); py = 2,8; 30°: 


zur Analyse angewandt 10,0 ecm.] 


Tabelle 3. 





Zeit Zuwachs (eem 0,2 n.) 

Minuten NH, | COOH 
3.5 0,46 0,40 
7,0 0,66 0,48 
15 0,92 0,74 
30 1,00 0,96 
60 1,11 1,13 
120 1,51 1,28 
480 1,64 1,75 








7 


; . NH, 
Quotient COOH 


ber. 


1,15 ++ 0,18 
1,30 + 0,18 
1,20 + 0,11 
1,04 + 0,09 
0,98 + 0,07 
1,18 + 0,05 
0,97 -- 0,04 
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Tabelle 4. 


Peptische Hydrolyse von Eieralbumin. 
100 ecm 6°/,iges Albumin aus Ei (Kahlbaum) + 100 eem !/, mol. Citrat- 
puffer von py = 1,2 + 0,50 g Pepsin (Merck, Brit. Pharm.); Pu = 2,2; 
30°; zur Analyse angewandt 10.0 ecm ] 














Zeit Zuwachs (eem 0,2 n.) Quotient NH, 
in COOH 
Stunden NH, COOH ber. 
0,25 0,30 0,21 1,43 + 0,40 
0,50 0,34 0,33 1,03 + 0,23 
1,0 0,56 0,50 1,12 + 0,15 
2,0 0,60 0,60 1,00 + 0,12 
4,0 0,64 0,79 0,81 -- 0,08 
24 1,35 1,26 1,07 -- 0,05 
48 1,5] 1,57 0,96 + 0,04 


Tabelle 5B. 





Peptische Hydrolyse von Ricinusglobulin, 


100 eem 3°/,iges Globulin aus Ricinussamen (10°/, NaCl enth.) + 100 cem 
|, mol. Citratpuffer von py, = 1,2 + 0,50 g Pepsin (Merck, Brit. Pharm.); 





Pu = 2,2; 30°; zur Analyse angewandt 10,0 cem.] 
Zeit Zuwachs (cem 0,2 n.) Quotient NH, 
in COOH 

Stunden NH, COOH ber. 

1 0,21 0,14 1,5 +4 0,6 

2 0,29 0,23 1,26 + 0,34 

4 0,35 0,33 1,06 + 0,22 

. 0.37 0,48 0,77 + 0,13 
24 0,55 0,62 0,89 + 0,11 
72 0,92 0,79 1,16 +008 


0,15 g Gliadin, 





Tabelle 6. 





Peptische Hydrolyse von Gliadin. 


in 5eem H,O verteilt; 


5,0 cem ?/, mol. Citratpuffer von 


Pa = 1,2; 50 fos: Pepsin ‘Merck, Brit. Ph cise 30°.) 





Toit Zuwachs (ecem 0,2 n.) Quotient - NH, 

in ‘<n | COOH 
Stunden NH COOH ber. 

4 0.44 0,30 1,47 + 0,28 

24 0,60 0,54 1,11 + 0,15 

48 0,66 0,81 0,81 + 0,08 

96 0,77 0,86 0,89 + 0,08 

216 0,81 1,35 0,60 + 004 
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Tabelle 7. 
Peptische Hydrolyse von Zein. 


0,15 g Zein, in 5 cem H,O verteilt; 5,0 cem 1/, mol. Citratpuffer yor 
Py = 1,2; 50 mg Pepsin (Merck, Brit. Pharm.); 30°.) 








Zeit Y . ; NH 
in Zuwachs (cem 0,2 n.) Quotient cee 
Stunden NH, | (COOH ber. 
4 0,54 0,30 1,8+0,3 
~ 0,60 0,42 1,43 + 0,20 
24 0,78 0,66 1,18 + 0,12 
48 0,97 1,01 0,96 + 0,06 
240 1,06 1,51 0,70 + 0,04 








Tabelle 8. 


Peptische Hydrolyse von Gelatine. 

(100 ecm 6°/,ige Gelatine (Goldgelatine des Handels) + 100 cem */, mo. 
Citratpuffer von py, = 1,2 + 1,0 g Pepsin (Merck, Brit. Pharm): 
Po = 2,2; 30°; zur Analyse angewandt 10,0 cem.] 








Zeit Zuwachs (cem 0,2 n.) . NH, 
silts Juotient 
ee “ | 3" cae 
Stunden NH. | COOH ber. 
4 0,11 0,50 0,22 + 0,10 
o4 0,26 0,88 0,30 + 0,05 
48 0,43 1,00 0,43 + 0,05 








Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 


Anm. bei der Korrektur: In den inzwischen erschienenen 
Untersuchungen von H.Steudel, J.Ellinghaus und A. Gott- 
schalk?) ist die gleiche Frage behandelt worden. Wenn dies: 
Autoren in allen untersuchten Fillen iiber eine stiirkere Zu- 


1) Diese Zs. Bd. 154, S. 21 u. 198 (1926). 
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nahme saurer Gruppen bei der Pepsinwirkung berichten, so 
diirfte diese Beobachtung, wenn nicht auf Stérungen durch 
die angewandte groBe Menge unreinen Enzymmaterials, zum 
Teil auf die Einhaltung langerer Versuchsdauer zuriickzufiihren 
sein. Es hat sich auch in unseren Versuchen ergeben, dat 
auch in Fallen, in denen in den ersten Abschnitten der Enzym- 
wirkung eine Aquivalenz der gebildeten Carboxyl- und Amino- 
sruppen beobachtet wird, beispielsweise bei der Hydrolyse von 
Casein, in sehr langen Versuchszeiten die Bildung saurer 
Gruppen tiberwiegt. 





' 
' 
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Weitere Studien iiber Verbindungen von Aminosduren 
mit Piperazinen. 
Von 


Emil Abderhalden und Kohl-Egger. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. April 1926.) 





Im Anschlu8 an eine friihere Mitteilung!) haben wi 
die folgenden Kombinationen von Aminosiuren mit 2,5-Di- 
methylpiperazin vorgenommen: 

dl-di-leuey]-2, 5-dimethylpiperazin, 
Di-glycyl-di-dl-leucy]-2, 5-dimethylpiperazin, 
Di-dl-alanyl-di-dl-leucy1-2, 5-dimethylpiperazin, 
Di-glycl-2, 5-dimethylpiperazin, 
Di-dl-alanyl-diglycyl-2, 5-dimethylpiperazin. 

Die Darstellung des Dimethylpiperazins erfolgte in be- 
kannter Weise aus Alaninanhydrid durch Hydrierung mittels 
Natrium. Die Ausbeute war gering. Man erhilt im all- 
gemeinen héchstens 15—20°/, an Piperazin, berechnet aui 
das Ausgangsmaterial. Gliicklicherweise ist das Dimethy|- 
piperazin dadurch leicht zuginglich geworden, da die Firm: 
Bayer & Co., Elberfeld, das weinsaure Salz (genannt Lyceto! 
in den Handel bringt. Wir verdanken der Direktion der genannten 
Firma eine gréBere Menge Lycetol. Es sei ihr auch an dieser 
Stelle herzlich dafiir gedankt. Die Darstellung der Verbindungen 
Di-leucyl-2,5-dimethylpiperazin, Di-glycyl-di-leucyl-2,5-dimethy|- 
piperazin und Di-alanyl-di-leucyl-2,5-dimethylpiperazin bereitete 
keine Schwierigkeiten. Dagegen konnten wir das Di-alanyl- 





1) Emil Abderhalden und Ernst Rossner, Diese Zs. Bd. 144, 
S. 219 (1925). 
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di-glycyl-2,5-dimethylpiperazin und das Di-glycyl-2,5-dimethyl- 
piperazin nur in Form ihrer Salze in reinem Zustande ge- 
winnen. Wir haben den Versuch unternommen, das Di-glycyl- 
di-leucyl-2,5-dimethylpiperazin mittels Hefemazerationssaftes zu 
spalten. Wir konnten jedoch das angewandte Produkt un- 
yerindert wiedergewinnen. 


Experimenteller Teil. 


Kuppelung von 2,5-Dimethylpiperazin mit dl-«-Bromiso- 
capronylbromid. 
Di-e-dl-bromisocapronyl-2,5-dimethylpiperazin. 

Das zur Kuppelung angewandte 2,5-Dimethylpiperazin 
wurde aus dem Lycetol (Tartrat) von Bayer & Co. durch Aus- 
schiitteln mit Chloroform nach Zusatz von Natronlauge und 
Verdamptfen des Chloroforms gewonnen. Es wurde aus Benzol 
umkrystallisiert. 

2 g 2,5-Dimethylpiperazin wurden in einer Stépseltlasche 
in 15 ccm Wasser bei Zimmertemperatur gelést und mit 3,5 g 
festem Natriumcarbonat und 10 g «-Bromisocapronylbromid 
abwechselnd in mehreren Portionen langsam unter kriftigem 
Schiitteln und zeitweiser Kithlung durch Einstellen in Eis- 
wasser versetzt. Nach Zugabe des ersten Anteils des Saure- 
bromids schied sich ein weiBer krystallinischer Niederschlag 
aus. Das Schiitteln wurde so lange fortgesetzt, bis kein Ge- 
ruch von ¢-Bromisocapronylbromid mehr bemerkbar war. Unter 
Beobachtung derselben VorsichtsmaBregel wurden dann nach- 
einanderdie beiden anderen Anteile hinzugegeben. Das Reaktions- 
produkt bildete eine teigige, schwach gelblich gefirbte Masse. 
Der gesamte Inhalt der Flasche wurde mehrere Male mit 
Chloroform ausgeschiittelt. Die vereinigten Ausziige wurden 
liber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Die nunmehr 
klare, etwas gelblich gefirbte Chloroformlésung wurde auf etwa 
30 com eingeengt. Zu der noch heifen Lésung wurden auf 
dem Wasserbade 50 ccm absoluter Alkohol hinzugegeben. 
Hierauf wurde wieder auf 30 ccm eingedampft, um das 
Chloroform méglichst zu entfernen. Die jetzt in der Haupt- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLYI. 9 





* 
J 








130 Emil Abderhalden und Kohl-Egger, 


sache alkoholische Lésung wurde nach dem Erkalten iy, 
evakuierten Exsiccator iiber Schwefelsdure stehen gelassen. Nach 
2 Stunden war die Lésung krystallinisch erstarrt. Die Krystalle 
wurden abgesogen, mehrmals mit kaltem, absolutem Alkoho! 
gewaschen und aus absolutem Alkohol umkrystallisiert. Durch 
Kinengen der Mutterlauge konnte die Ausbeute nicht verbesserrt 
werden. Die Verbindung ist unléslich in Wasser, schwer léslicl; 
in kaltem Alkohol, Benzol, Ather und Essigither, dagegen 
leicht in Chloroform und heiBem Alkohol. Die Ausbeute be- 
trigt 40—45°/, der Theorie. Schmelzp. 186°. 


Br 9,481 mg Substanz gaben 7,631 mg AgBr. 


8,924 mg ” » 7,183 mg AgBr. 
N  0,0752 g a - 3,22 ecm n/10-Séure (Kjeldah)). 
0,0603 ¢g . 2,99 cem 9 ; 
| 
CH;, /eoa—CH as 
DCH CH,-CHBr-CO.NC YN . CO-CHBr+CH,-CH 
CH,’ CH—CH, CH, 
| 
CH, 
Ber. fiir C,,Hs,N,O0,Br, (Mol.-Gew. 468,21) 
N 5,98°, Br 34,14°/, 
Gef. .,  5,99°%%, 5,92%, » 84,259, 34,01, 


Aminierung von Di-«-bromisocapronyl- 2,5-dimethylpiperazin. 

Di-dl-leucyl-2,5-dimethylpiperazinbromhydrat. 

15 g Dibromisocapronyl-2,5-dimethylpiperazin wurden in 
einer |)ruckflasche mit 300 g bei 0° gesattigtem alkoholischen 
Ammoniak versetzt und in den Brutraum von 37° gestellt. 
Nach 24 Stunden war ein geringer Teil in Lésung gegangen 
und nach 5 Tagen war die Aminierung beendet. Die klare 
Liésung wurde im Vakuum vom Ammoniak befreit und aui 
etwa 50 ccm eingeengt. Hierbei schied sich ein weiBes, fein- 
kérniges Produkt aus, das nach mehreren Stunden Stehens 
im Exsiccator abgesogen und mehrmals mit kaltem, absoluten 
Alkohol gewaschen wurde. Das so erhaltene reine Produkt 
war leicht léslich in Wasser und ammoniakalischem Alkohol. 
dagegen unldslich in absolutem Alkohol und gab mit Wismut- 


a , 
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jodkalium Piperazinreaktion Mit Nesslers Reagens und 
Natronlauge war kein Ammoniak nachweisbar. Silbernitrat 


cab eine Fiallung von Silberbromid. Es reagierte gegen | 9 
Lackmus sauer. Der Schmelzpunkt war 298S—299° unter Zer- | ‘ 
setzung. J 


Br 0,0760 g Substanz gaben 3,04 ecm n/10-AgNQ,. 





0,0923 ¢ ” 3 3,69 com “6 
N 0,0336 ¢ o * 2,73 eem n/10-Siure (Kjeldahl). 
0,0443 g ‘es ” 3,09 ecm ye e 
Cu. H 6,660 mg ss . 10,400 mg CO, und 4,820 mg H,O. Bs 
CH, i 
| | ‘x 
CH, (CH,—CH CH, Ag 
SCH-CH,-CH-CO-.NC N+ CO-CH-CH,-CHE | fe 
CH,” \CH—CH, CH, | a 
NH,:HBr | NH,:-HBr | 4 
CH, a 
“ 
4 
Ber, fiir C,,H,,N,O,Br, (Mol.-Gew. 502,27) Sf 
N 11,169, Br 31,82°/, C 43,00°/, H 7,56°/, 


Gef. ,, 11,39°/,, 11,28°/, ,, 81,97, 31,95°/, ., 42,5997, ,, 810%, 


Darstellung von Di-leucyl-2,5-dimethylpiperazin aus seinem 
Bromhydrat. 


Di-dl-leucyl-2,5-dimethylpiperazin. 


Das bromwasserstoffsaure Di-leucyl-2,5-dimethylpiperazin, 
das bei der Aminierung von Dibromisocapronyl1-2,5-dimethyl- 
piperazin erhalten wurde, wurde in wenig Wasser gelést, im 
Scheidetrichter mit Natronlauge und Chloroform ausgeschiittelt. 
Die vereinigten Chloroformausziige wurden tiber wasserfreiem : 
Natriumsulfat getrocknet, filtriert, auf dem Wasserbad auf ein | 
kleines Volumen eingeengt und im evakuierten Exsiccator | 
vollstiindig zur Trockne verdampft. Der Riickstand bildete | 
ein gelbliches Ol, das nach langerem Stehen im evakuierten 
Kxsiccator zu einer krystallinischen Masse erstarrte. Sie rea- 
gierte stark alkalisch, gab mit Wismutjodkalium Piperazin- 
reaktion. Sie war leicht léslich in Wasser und in den ge- 
briuchlichsten organischen Liésungsmitteln. Das Produkt zeigte 


den Schmelzp. 184—135°. 
Q* 
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N 0,0821 g Substanz gaben 9,72 cem n/10-Sdure (Kjeldahl). 


0,0625 g * - 7,35 eem os ” 
CH, 
| 
CH, CH,—CH CH 
"CH CH, +CH-CO-NC »N-CO-CH-CH, CH - 
CH, | CH—CH, | \CH, 
NH, | NH, 


CH, 
Ber. fiir C,,H,,N,O, (Mol.-Gew. 340,42) 
N 16,46, 
Gef. ,, 16,59°/,, 16,48°/, 


Kuppelung von Dileucyl-2,5-dimethylpiperazin mit Chlor- 
acetylchlorid. 
Di-chloracetyl-di-leucyl-2,5-dimethylpiperazin. 

5) g Dileucyl-2,5-dimethylpiperazinbromhydrat (4,07 g Di- 
leucyl-2,5-dimethylpiperazin) wurden in 40 ccm Wasser gelist 
und mit 3¢ Chloracetylchlorid und 5g festem Natriumbicarbonat 
in der iiblichen Weise gekuppelt. Das Reaktionsprodukt 
schied sich zuerst als ein schmieriges Produkt aus, das nacl 
weiterem Zusatz von Saurechlorid krystallin wurde. Der ge- 
samte Inhalt der Flasche wurde, ohne zu filtrieren, mehrma!: 
mit Chloroform ausgeschiittelt. Die vereinigten Chloroformaus- 
ziige wurden durch ein trocknes Faltenfilter filtriert. Die weitere 
Aufarbeitung erfolgte in der friiher beschriebenen Weise. Sie 
ergab ein rein weibes, krystallinisches Produkt, das nach dem 
Trocknen iiber Schwefelsiure den konstanten Schmelzp. 243 
bis 244° unter Zersetzung zeigte. Auch hier war die Aus- 
beute nur 830—35°/, der Theorie. Durch Einengen der Mutter- 
lauge konnten keine weiteren Mengen des Kuppelungsproduktes 
isoliert werden. Das aus Chloroform und Alkohol erhaltene 
krystallisierte Produkt ist unléslich in Wasser und den iiblichen 
organischen Lisungsmitteln. Es lést sich in Alkohol und Chloro- 


form. 


Cl 2,728 mg Substanz gaben 1,591 mg AgCl. 
1,832 mg +5 » 1,071 mg AgCl. 

N 0,0237 g i . 1,91 cem n/10-Siiure (Kjeldahl). 
0,0276 g + » 2,25 ecm 
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CH, 
| 
He /CH,—CH, JH 
CH-CH,-CH-CO- NC SN-CO-CH-CH,-CH 
at | CH—CH,” | Rs 
NH | NH 
| CH,Cl 
CO-CH,C! CO-CH,Cl 
Ber. fiir C,,H,,N,0,Cl, (Mol.-Gew. 493,37) 
N 11,36°, Cl 14,379, 


Gef. ,, 11,29°/,, 11,42°/, ,, 14,43°/, 14,46°/, 


Aminierung von Di-chloracetyl-dileucyl]-2, 5-dimethylpiperazin. 
Di-glycyl-di-leucyl-2,5-dimethylpiperazinchlor- 
hydrat. 

4 g Di-chloracetyl-dileucyl-2,5-dimethylpiperazin wurden 
in einer Druckflasche mit 100 g bei U° gesittigtem alkoholi- 
schen Ammoniak iibergossen und unter 6fterem Umschiitteln 
in den Brutraum gestellt. Nach 4 Stunden war schon voll- 
stiindige Lésung eingetreten, und nach 3 Tagen war die Ami- 
nierung beendet. Die klare Liésung wurde im Vakuum vom 
Ammoniak befreit und die hauptsiachlich alkoholische Lésung 
auf ein kleines Volumen eingeengt. Beim Erkalten schied sich 
das Aminierungsprodukt als feines, weiBes Pulver aus, das ab- 
gesogen und mehrmals mit kaltem, absolutem Alkohol ge- 
waschen wurde. Es war leicht loslich in Wasser und alkoholi- 
schem Ammoniak, unléslich in Alkohol und den gebrauch- 
lichsten Lésungsmitteln. Es zeigte den Schmelzp. 235—237° 
unter Zersetzung und zeigte die iblichen Reaktionen. 

Cl 0,0740 g Substanz gaben 2,78 cem n/10-AgNOQ,. 


0,0852 ¢g 3.95 ecm 
N 0,0301 g " . 8,45 cem n/10- -Siiure (Kjeldahl). 
0,0253 g 3 2 ,91 ccm - ‘s 
CH, 
| 
CH,, _/ vis —CHY /EUs 
CH: -CH, ‘CH: CO. sa YM -CO-CH-CH, -CHY 
CH, CH—CH, | \cH, 
NH | NH 
| CH, | 
CO-CH,NH,- HCl CO-CH,NH,-HCl 
Ber. fiir Cog HagNe O,Cl, (Mol.-Gew. 527,44) 
N 15,949 Cl 13,45, 


Gef. ,, 16,06%,, 16,11°/, ,, 13,32°/,, 13,58°), 
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Darstellung von Diglycyl-dileucyl-2,5-dimethylpiperazin aus 
seinem Chlorhydrat. 
Di-glycyl-di-leucyl-2,5-dimethylpiperazin. 

Das Diglycyl-dileucyl-2,5-dimethylpiperazin wurde aus 
dem Chlorhydrat durch Ausschiitteln mit Natronlauge und 
Chloroform in Freiheit gesetzt. Nach dem Verdampfen der 
iiber wasserfreiem Natriumsulfat getrockneten Chloroformausziige 
hinterblieb ein Ol, das nach lingerem Stehen im evakuierten 
Exsiccator iiber Schwefelsiure fest wurde. Die Verbindung bildete 
einen glasigen, sehr hygroskopischen Korper, der nach lingerem 
Stehen im Exsiccator iiber Schwefelsiure den Schmelzp. 62° 
zeigte. Kr war noch chloroformhaltig und wurde zur Ent. 
fernung desselben im Vakuumtrockenapparat iiber Phosphor 
pentoxyd bis zum Siedepunkt des Toluols erhitzt. Unter Blasen. 
bildung entwich das Chloroform und der anfangs geschmolzene 
Korper erstarrte zu einer spréden Masse, die den konstanten 
Schmelzp. 205° zeigte. Der Korper reagiert stark alkalisch, 
gibt mit Wismutjodkalium Piperazinreaktion und ist in Wasser, 
Chloroform und den gebriiuchlichsten organischen Lisungs- 
mitteln, auBer Ather, leicht léslich. 

N 0,0468 g Substanz gaben 6,15 eem n/10-Siiure (Kjeldahl). 


0,0405 ¢g ‘ a 5,34 ecm 
CH, 
| 
CH,—CH CH, 
tN on. CH,-CH-CO.NZ SN CO.CH-CH,- CHK | 
i, | \CH—CH, | CH, 
NH | NH 
| CH, | 
CO-CH,NH, CO-CH,NH, 
Ber. fiir C,,H,,N,O, (Mol.-Gew. 454,51) 
N 18,50°/, 
Gef. ,, 18,41°/,, 18,47°/, 


Kuppelung von Di-dl-leucyl-2,5-dimethylpiperazin mit 
a-Brompropionylbromid. 
Di-a-brompropionyl-di-leucyl-2,5-dimethylpiperazin. 

6 g bromwasserstoffsaures Dileucyl-2,5-dimethylpiperaziu 
wurden in 40 ccm Wasser gelést und mit 5,5 g¢ «-Brom- 








Weitere Studien iib. Verbindungen von Aminosiuren mit Piperazinen. 135 


propionylbromid unter Zusatz von 5g festem Natriumbicarbonat 
in bekannter Weise gekuppelt. Auch hier schied sich das 
Kuppelungsprodukt zuerst schmierig aus. Es wurde am Ende 
der Reaktion krystallinisch. Es wurde in Chloroform auf- 
genommen und genau nach der friither beschriebenen Methode 
gereinigt. Der aus Alkohol umkrystallisierte Kérper schmilzt 
bei 260° unter Zersetzung. Das Kuppelungprodukt ist unlés- 
lich in Wasser, Petroliither und Ather, leicht léslich in Chloro- 
form, Aceton, Benzol und Alkohol. 


Br 4,651 mg Substanz gaben 2,855 mg AgBr. 
5,250 mg * ” 3,248 mg AgBr. 
N 0,0429 g Pa . 2,85 ecm n/10-Siure (Kjeldahl). 
0,0270 ¢ - ‘i 1,78 ccm ‘ 9 
Cu. H 7,398 mg se s 12,765 mg CO, u. 4,818 mg H,O. 
CH, 
| 
CH, /CH,—CH, _ /CH, 
DEH: CH, CH- CO. NC >N+CO-CH-CH,-CHC 
CH, | \‘CH—CH, ” | CH, 
NH | NH 
| CH, | 
CO-CHBr-CH, CO-CHBr-CH, 
Ber. fiir C,,H,,N,O,Br, (Mol.-Gew. 610,34) 
N 9,18°, Br 26,19°, C 47,18°/, H 6,88°), 


Gef. ,, 9,30°/,, 9,23°/, ,, 26,12°/,, 26,33°/, ,, 47,089, ,, 7,28°/, 


Aminierung von Dibrompropionyl-dileucyl-2, 5-dimethylpiperazin. 


Di-alanyl-di-leucyl-2,5-dimethylpiperazin- 
bromhydrat. 

4g Dibrompropiony]-dileucyl-2,5-dimethylpiperazin wurden 
in einer Druckflasche mit 100g bei 0° gesittigtem alkoholischen 
Ammoniak iibergossen und unter éfterem Umschiitteln in den 
Brutraum gestellt. Nach 8 Stunden war vollstiindige Lisung 
eingetreten und nach 24 Stunden war die Aminierung beendet. 
Das Brom war quantitativ in dissoziierter Form nachweisbar, 
wie durch Titrieren mit n/10-Silbernitratlésung und n/10-Rho- 
danammoniumlisung festgestellt wurde. Im Vakuum wurde 
die klare Lisung nach Méglichkeit vom Ammoniak befreit und 
die Lésung auf ein kleines Volumen eingeengt. Beim Er- 
kalten schied sich ein weiBer, feinkérniger Niederschlag aus, 
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der mehrmals mit kaltem, absolutem Alkohol gewaschen und 
iiber Schwefelsiure getrocknet wurde. Das Aminierungsprodukt 
ist leicht léslich in Wasser und alkoholischem Ammoniak, u 
léslich in absolutem Alkohol und den iiblichen Lésungs- 
mitteln. Wismutjodkalium gibt Piperazinreaktion. Die Ver- 
bindung reagiert gegen Lackmus sauer. Mit Nesslers Reagens 
konnte kein Ammoniak nachgewiesen werden. Es hatte den 
Schmelzp. 255—256°. 
Br 0,0121 g Substanz gaben 3,76 ecm AgNOQ,. 


0,0131 g =n 5 4,05 ecm AgNQg. 
N 0,0247 g " » 2,28 cem n/10-Siiure (Kjeldahl). 
0,0194 ¢ a - 1,82 cem de - 
CH, 
| 
CH, \ /CH,—CH Js 
POR: -CH, a CO: NC DN N-CO-CH-CH,: ‘CHC 
CH, | CH—CH, | CH, 
NH NH 
| __ CH, | 
CO-CH-CH, CO-CH-CH, 
| | 
NH,-HBr NH,- HBr 
Ber. fiir C,,H,.N,O,Br, (Mol.-Gew. 644,40) 
N 13,05 °/, Br 24,829), 


Gef. ,, 12,93°/, 13,14°/, ,, 24,84°/, 24,71°/, 


Darstellung von Dialanyl-dileucyl-2,5-dimethylpiperazin aus 
seinem Bromhydrat. 
Di-dl-alanyl-di-dl-leucyl-2,5-dimethylpiperazin. 

Das bei der Aminierung erhaltene bromwasserstoffsaure 
Dialanyl-dileucyl-2,5-dimethylpiperazin wurde in Wasser gelist 
und die Base durch Ausschiitteln mit Natronlauge und Chloro- 
form gewonnen. Die iiber wasserfreiem Natriumsulfat ge- 
trockneten Chloroformausziige wurden auf dem Wasserbade aut 
ein kleines Volumen eingeengt und im evakuierten Exsiccator 
volistiindig zur Trockne verdampft. Sie reagierten stark alka- 
lisch, gaben mit Wismutjodkalium Piperazinreaktion und waren 
in Wasser leicht und den gebriiuchlichsten organischen Lésung:- 
mitteln léslich. Ihr Schmelzpunkt ist 215—216°. 


N 0,0278 g Substanz gaben 3,48 ccm n/10-Siure (Kjeldahl). 
0,0237 g ” 5» 2,96 ccm a 


”? 
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CH, 
CHa. AR CH, 
SCH-CH,:-CH-CO-N< YN-CO-CH-CH,- CHC : 
CH,” \CH—CH. 7 | CH, 
NH NH 
: CH, | 
CO Co 
CHNH, CHNH, 
CH, CH, 


Ber. fiir SAR: PP (Mol.-Gew. 482,55) 
N 17,43%, 
Gef. ,, 17,53°/,, 17,49°/, 


Kuppelung von 2,5-Dimethylpiperazin mit Chloracetylchlorid. 
Di-chloracetyl-2,5-dimethylpiperazin. 


10 g 2,5-Dimethylpiperazin wurden in einer Stépselflasche 
in 50 ccm Wasser bei Zimmertemperatur gelést und unter 
Ofterem Abkiihlen durch Einstellen in Eiswasser mit 20 g 
Chloracetylchlorid und 15 g festem Natriumbicarbonat ab- 
wechselnd in mehreren Portionen in der iiblichen Weise ge- 
kuppelt. Das Reaktionsprodukt schied sich zuerst schmierig 
aus und ging nach weiterem Zugeben von Saurechlorid in den 
krystallinischen Zustand iiber. Der Niederschlag wurde in 
der iblichen Weise gereinigt, aus absolutem Alkohol um- 
krystallisiert und iiber Schwefelsiure getrocknet. Er schmilzt 
bei 148°, ist unléslich in Wasser, schwer in kaltem Alkohol, 
Benzol und Ather, leicht in Chloroform und heiBem Alkohol. 
Die Ausbeute betrigt 40°/, der Theorie. Die Ausbeute konnte 
durch Einengen der Mutterlauge nicht erhéht werden. 


Cl 2,582 mg Substanz gaben 2,783 mg AgCl. 


3,233 mg - » 8,455 mg AgCl. 
N  0,0264 ¢ - » 1,97 cem n/10-Saéure (Kjeldahl). 
0,0427 g ‘6 = 3,22 cem ‘i 
CH, 
| 
CH,—CH 
CICH,-CO-NC YN .CO-CH,CI. 
‘CH—CH, 


| 
CH, 


ER NR ae NR 





Eg 


3 


oF 


ae he. 
oe eerie bo ae.” he, ana 
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Ber. fiir C,,H,,N,O.Cl, (Mol.-Gew. 267,12) 
N 10,49°/, Cl 26,55°/, 
Gef. ,, 10,46%>, 10,56°/,  ,, 26,66%/,, 26,44°%, 


Aminierung von Dichloracetyl-2, 5-dimethylpiperazin. 
Di-glycyl-2,5-dimethylpiperazinchlorhydrat. 


12 g Dichloracetyl-2,5-dimethylpiperazin wurden zur Ver- 
meidung der Bildung des unléslichen Koérpers bei der Ami- 
nierung in wenig Chloroform geliést und mit 400 g bei 0° ge. 
sittigtem, alkoholischem Ammoniak iibergossen, in den Brut- 
raum gestellt und 6fters geschiittelt. Nach 5 Tagen war die 
Aminierung beendet, was durch Titrieren in der bekannten Weise 
festgestellt wurde. Die klare Lisung wurde von dem geringen 
unléslichen Riickstand abfiltriert, im Vakuum vom Ammoniak 
befreit. Die alkoholische Lésung wurde dann auf ein kleines 
Volumen eingeengt. Es schied sich das Aminierungsprodukt in 
weiBer Pulverform aus, das abgesogen, mehrmals mit kaltem. 
absolutem Alkohol gewaschen und iiber Schwefelsiure getrocknet 
wurde. Der Korper ist leicht léslich in Wasser und alkoholi- 
schem Ammoniak, unldslich in den anderen Lésungsmitteln 
und schmilzt bei 282° unter Zersetzung. Mit Wismutjodkalium 
gab es Piperazinreaktion, mit Nesslers Reagens war kein 
Ammoniak nachweisbar, und mit Silbernitrat konnte dissoziiertes 
Chlor nachgewiesen werden. 


Cl 0,0295 g Substanz gaben 1,95 cem n/10-AgNO,. 


0,0369 ¢ i i 2,44 ecm ‘s 
N 0,0264 g "3 » 98,01 eem n/10-Séiure (Kjeldahl). 
0,0214 ¢g - ss 2,85 cem - 
CH, 
| 
CH,—CH 
CH,-CO-NC N-CO-CH, . 
| CH—CH, | 
NH,- HCl NH,- HCl 
CH, 
Ber. fiir C,,H.,.N,0,C], (Mol.-Gew. 301,19) 
N 18,60°/, Cl 23,55°/, 


Gef. ,, 18,63°/,, 18,669/, ,, 28,449/,, 23,45°/, 
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Darstellung von Diglycyl-2,5-dimethylpiperazin aus seinem 
Chlorhydrat. 
Di-glycyl-2,5-dimethylpiperazin. 

Ks wurde versucht, die Base aus dem Diglycyl-2,5-dimethyl- 
piperazinchlorhydrats in der bekannten Weise mit Silbersulfat 
und Baryt in Freiheit zu setzen. Die wiBrige Lésung wurde 
auf dem Wasserbade eingedampft, und es hinterblieb ein gelb- 
lich gefirbter Sirup, der trotz lingeren Stehens iiber Schwefel- 
siiure im evakuterten Exsiccator nicht fest wurde. Auch gelang 
es nicht, durch Ausschiitteln mit Chloroform und Natronlauge 
die Base aus dem Chlorhydrat zu gewinnen. Wie vorher, 
blieb ein Oliger Riickstand, der trotz liingeren Stehens im 
evakuierten Exsiccator und durch Behandeln mit verschiedenen 
Lisungsmitteln nicht krystallin erhalten wurde. Im Vakuum- 
trockenapparat wurde der élige Riickstand bis zum Siedepunkt 
des Toluols erhitzt. Es konnte jeooch kein festes Produkt 
cewonnen werden. 


Kuppelung von Di-glycyl-2, 5-dimethylpiperazin 
mit a-Brompropionylbromid. 
Di-brompropiony|-di-glycyl-2,5-dimethylpiperazin. 

4 g Diglycyl-2,5-dimethylpiperazinchlorhydrat wurden in 
20 com Wasser gelést, mit 6g «-Brompropionylbromid und 
7 g festem Natriumbicarbonat versetzt und in analoger Weise, 
wie bei den vorhergehenden Darstellungsmethoden gekuppelt. 
Im Gegensatz zu den anderen Kuppelungen schied sich das 
Reaktionsprodukt nicht aus. Der gesamte Inhalt der Flasche 
wurde mehrere Male mit Chioroform ausgeschiittelt. Die ver- 
eiigten Chloroformausziige wurden iiber wasserfreiem Natrium- 
sulfat getrocknet. Die jetzt klare, gelblich gefarbte Lisung wurde 
aut dem Wasserbade auf ein kleines Volumen eingeengt und 
im evakuierten Exsiccator zur Trockne verdampft. Der Riick- 
stand bildete einen gelblichen Sirup, der nach lingerem Stehen 
im evakuierten Exsiccator iiber Schwefelsiiure und Phosphor- 
pentaoxyd zu einem spréden, gelblichen K6rper erstarrte. Er 
wurde zur Reinigung in wenig absolutem Alkohol gelést und 
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wie in der beschriebenen Weise aufgearbeitet. Ks konnte kein 
krystallinisches Produkt gewonnen werden. Nach _ lange 
Stehen im Exsiccator zerfiel der Koérper in ein amorphes 
Pulver, das stark hygroskopisch und sehr leicht léslich in 
Wasser, Chloroform und Alkohol war. Die im Vakuumtrocken- 
apparat tiber Phosphorpentaoxyd bis zum Siedepunkt des 
Xyloles erhitzte Substanz hatte den konstanten Schmelzp. 150 
bis 182° unter Zersetzung. 
Br 4,583 mg Substanz gaben 3,462 mg AgBr. 


3,890 mg - .»  2,950mg AgBr. 
N  0,0189 g a » 1,54 cem n/10-Saure (Kjeldahl). 
0,0292 g 9» + 2,00 CCM .9 ” 
iL. 
| CH—CH, | 
CO-CHBr-CH, | CO-CHBr-CH, . 
CH, 
Ber. fiir C,,H,.N,O,Br, (Mol.-Gew. 498,17) 
N 11,25°/, Br 32,09°%, 
Gef. ., 11,41, 11,28°',  ,, 32,15°/,, 32,27°/, 


Aminierung von Di-brompropionyl-di-glycyl-2,5-dimethyl- 
piperazin. 


Di-dl-alanyl-di-glycyl-2,5-dimethylperazinbrom- 
hydrat. 

3 g Dibrompropionyl-di-glycyl-2,5-dimethylpiperazin wurden 
mit 100g bei 0° gesiattigtem alkoholischen Ammoniak ver- 
setzt, worin sich das Kuppelungsprodukt sofort léste. Die Lésung 
wurde unter 6fterem Umschiitteln im Brutraum aufbewahrt. 
Nach 2 Tagen war die Aminierung, wie eine Titration des 
dissoziierten Broms ergab, beendet. Die Loésung wurde in 
der friiher beschriebenen Weise aufgearbeitet, jedoch zum 
Schlusse vollstindig eingedampft. Es hinterblieb ein gelb- 
liches Ol, das nach lingerem Erhitzen im Vakuum zu einem 
spréden Kérper erstarrte. Er wurde in wenig absolutem 
Alkohol gelést und die Liésung wiederum vollstandig ein- 
gedampft. Der vorher spréde Kérper biidete jetzt ein gelb- 











Weitere Studien iib. Verbindungen von Aminosiuren mitPiperazinen. 141] 


liches amorphes Pulver, das sehr hygroskopisch und leicht 
jéslich in Chloroform und Alkohol war. Mit Wismutjodkalium 
cab es Piperazinreaktion. Es zeigte den Schmelzp. 265—69° 
unter Zersetzung. 


Br 0,0225 g Substanz gaben 8,52 ecm n/10-AgNO,. 


0,0240 g s » 9,05 cem n/10-AgNO,. 
N  0,0291 g ~ , 2,25 cem n/10-Siiure (Kjeldahl). 
0,0272 g w: as 3,05 ccm - 
CH, 
| 
/CH,—CH, . 
NHCH,-CO-N¢ PN. CO- CH, NH 
| CH—CH, | 
CO-CH-CH, | CO-CH-CH, . 
| CH, | 
NH,-HBr NH,-HBr 
Ber. fiir C,,H3,N,0,Br, (Mol.-Gew. 532,24) 
N 15,80°/, Br 30,05 °/, 
Gef. ,, 15,69°/,, 15,71 ,, 30,26°/,, 30,14°), 


Darstellung von Di-alanyl-di-glycyl-2,5-dimethylpiperazin aus 
seinem Bromhydrat. 


Di-dl-alanyl-di-glycyl-2,5-dimethylpiperazin. 


Es wurde in der beim Diglycyl-2,5-dimethylpiperazin be- 
schriebenen Weise versucht, das freie Dialanyl-diglycyl-2,5-di- 
methylpiperazin zu gewinnen. Auch hier hinterblieb ein dliger 
Riickstand, der auch nach lingerem Stehen im evakuierten 
Kxsiccator iiber Schwefelsiure und Erhitzen im Vakuum-'T'rocken- 
apparat tiber Phosphorpentaoxyd bis zum Siedepunkt des Toluols 
nicht erstarrte. 


Einwirkung von Hefemazerationssaft auf Diglycyl-di-dl-leucyl- 
2,5-dimethyl-piperazin. 


Zur Priifung der Spaltbarkeit der genannten Verbindung 
wurde in der bekannten Weise Mazerationssaft aus unter- 
giriger Trockenhefe hergestellt. Seine Wirksamkeit priiften 
wir unter Verwendung von dl-Leucyl-glycin. Ferner wurde 
der Hefemazerationssaft ohne Zusatz eines Substrates unter den 


eg AL ETN ET: 
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gleichen Bedingungen, wie bei dem eigentlichen Versuche, stehen 
gelassen. Es zeigte sich, daB der angewandte Saft sehr aktiy 
war, d. h. das erwahnte Dipeptid spaltete. Das unter den- 
selben Bedingungen, wie das dl-Leucyl-glycin, der 
Wirkung des Hefemazerationssaftes ausgesetzte [i- 
glycyl-di-dl-leucyl-2,5-dimethylpiperazin blieb un- 
verandert. 


Aktivitiitskontrolle. 


dl-Leucyl-glycin Kontrolle 

0,3 g Leucylglycin 

8 ecm dest. Wasser 8 cem dest. Wasser 
+2cem Hefesaft + 2eem Hefesaft 


sofort 2 cem titriert 


35,25 eem 33,00 ecm 
— 33,10 ecm — 32,30 ccm 
2,15 cem 0,70 cem 

— 0,70 ecm 


1,45 cem- F (0,96) = 1,40 cem. 
Nach 3 Stunden 





18,65 ecm 19,55 ecm 
— 15,80 cem — 18,55 ecm 
2,85 cem 1,00 ecm 


— 1,00 ecm 
1,85 ecm - £° (0,96) = 1,45 eem. 


Nach 6 Stunden 


22.90 ecm 23,85 ecm 
— 19.70 eem — 22,85 ecm 
3,20 cem 1,00 ccm 


— 1,00 eem 
2.20 cem+ F (0,96) = 2,10 cem. 


Nach 9 Stunden 


29,85 ecm 30,70 eem 
— 26,60 cem — 29,70 cem 
3,25 ecm | 1,00 ecm 

— 1,00 ecm 





2,25 cem- F (0,96) = 2,15 cem. 
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Versuch mit Di-glycy!-di-dl-leucyl-2,5-dimethylpipe razin. 


Polypeptidlésung 


0,2 g Diglycyl-dileucyl-dimethylpiperazin 
8 cem dest. Wasser 


+ 2ecem Hefesaft 


sofort je 2 cem titriert 


— 23,80 cem 
1,75 cem 
~ 1,05 cem 
— 0,70 cem- F (0,96) 





33,15 ecm 
— 30,70 ecm 
| 2,45 com 
— 1,75 ecm 
0,70 cem - F (0,96) 





37,30 cem 
— 34,90 eem 
2,40 ecm 
— 1,70 cem 
0,70 cem « F (0,96) 


= 0.67 ecm. 


Nach 38 Stunden 


- 0.67 Cem. 


Nach 6 Stunden 


= 0.67 ecm, 


Kontrolle 


8 ecm dest. Wasser 


+2 eem Hefesaft 


26,60 ecem 
— 25.55 eem 
1.05 ecm 


34,90 cem 
— 33,15 ecem 
1,75 cem 


39.00 ecem 
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— 37,30 eem 


1,70 cem 





Page 








Beitrag zur Chemie des Sputums. 


Von 


Helmuth Reinwein. 


(Aus der Med. Klinik Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. April 1926.) 


Unsere Kenntnisse itiber die chemische Zusammensetzuny 
des Sputums sind, obwohl es Zeiten intensiver Forschung 
auf diesem Gebiet gegeben hat, noch immer sehr unvyoll- 
kommen. Bis zu den Arbeiten Wanners?) waren es haupt- 
siichlich die anorganischen Substanzen, mit denen die Forschung 
sich beschiftigte, dann wandte sich die Aufmerksamkeit mehr 
dem quantitativen Vorkommen von Ejiwei8 (Wanner) und 
Nuclein (H. Kossel)*) zu. Einen wesentlichen Fortschriti 
brachten die Untersuchungen Fr. Miillers*) und seiner Schiiler 
iiber die Lésung pneumonischer Infiltrate und der sich dabe: 
abspielenden fermentativen Prozesse. Simon‘) gelang es so, 
Tyrosin und Lencin bei der Autolyse hepatisierter Lungenteile 
zu finden. Fr. Miller‘) erbrachte bei Fortsetzung der Arbeit 
noch den Nachweis von Lysin. Béhm') fand auBerdem 
Histidin und Arginin. In frischen Lungen mit grauer Hepa- 
tisation waren diese Stofie noch nicht vorhanden. Ebensowenig 
soll nach Simon‘) der AbbauprozeB in den Lungen mit roter 
Hepatisation vor sich gehen. Es fanden sich hier nach vier- 
zehntiigigem Stehen noch die gleichen Werte fiir unkoagu- 
labeln und Albumosenstickstoff wie zu Beginn des Versuches. 
Eine geringe Verdauung wies Simon bei einer Lunge mit 
starker Bronchitis nach. 

In frischem Sputum sind die bei der Autolyse gefun- 
denen Aminosiiuren auBer Tyrosin, welches Biermer und 
und Stadelmann®) schon gefunden hatten, und Leucin, das 
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zuerst Petters‘) nachwies, nicht dargestellt worden. Als 
Basen im Sputum wurden Methylamin (Laykok') und viel- 
leicht auch Cadaverin (Loebisch und Rokitansky)®) gefunden. 
Gerade was das Vorhandensein von EiweiSabbauprodukten 
betrifft, ist es sehr zu bedauern, da unsere Kenntnisse iiber 
etwaige Spaltprodukte so unvollkommen sind, da es méglich 
ist, daB Intoxikationszustiinde schon von den jeweils ent- 
stehenden Substanzen ausgelést werden kénnen. 

Kine Schwierigkeit, organische Substanzen aus dem Spu- 
tum darzustellen, ergibt sich von vornherein dadurch, da8 
es unbedingt notwendig ist, das Sputum von ein und dem- 
selben Patienten in geniigender Menge zur Verarbeitung zu 
haben. Der Gehalt an abiuretem Stickstoff in der tiglichen 
Sputummenge ist aber auch bei reichlichstem Auswurf gering 
und damit die Wahrscheinlichkeit, krystallinische Substanzen, 
die man identifizieren kann, zu gewinnen, iiuBerst klein. Es 
bleibt somit nur die Méglichkeit iibrig, das Sputum tiglich 
zu sammeln und es so weit zu verarbeiten, das keine sekun- 
diiren Prozesse sich inzwischen abspielen kénnen. 

Zur Untersuchung diente im vorliegenden Falle das Spu- 
tum ees an Bronchektasien leidenden Patienten, bei dem weder 
zu Lebzeiten noch spaiter bei der Autopsie tuberkulése Pro- 
zesse nachgewiesen werden konnten. 

Der Auswurf wurde unter Toluol aufgefangen, der sterili- 
sierte Spuckbehiilter am Morgen und Abend entleert. Das 
Sputum wurde auf dem Wasserbade auf fast 60° C erwirmt 
und mit so viel Kssigsiure versetzt, daB es eine 3°/,ige 
Lisung gab, kriftig geschiittelt und von dem Mucingerinnsel 
durch ein Koliertuch abgegossen. Dann wurde neuerdings 
etwas Toluol zugesetzt, das Filtrat in einer gut verschlossenen 
Flasche aufbewahrt und mit der weiteren Aufarbeitung ge- 
wartet, bis die Ausgangssputummenge 4 Liter betrug. Es 
dauerte dies 6 Wochen. Die gesammelten Filtrate wurden 
mit neutralem Bleiacetat versetzt, bis auch nach 24 stiindigem 
Stehen bei erneuter Probefillung keine Flockung mebr er- 
folgte. Von der Fallung wurde mittels grofBer Buchnernutsche 
abgesaugt und in dem Filtrat das Blei durch Schwefelsiure 
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ausgefallt. Die tiberschiissige Schwefelsiure wurde mit Bariumn- 
hydroxyd, das tiberschiissige Bariumhydroxyd als Barium- 
carbonat durch Einleiten von Kohlensiure entfernt. Die so 
erhaltene klare Flissigkeit (25 Liter) wurde im Vakuum aut 
2 Liter eingeengt, bis eben gerade eine Abscheidung begann. 
Dann wurde wieder 3°/, essigsauer gemacht und die Reini- 
gung mittels neutralem Bleiacetat wiederholt. Die Flockung 
war duBerst gering. Das auf dieselbe Weise wie oben erhal- 
tene Filtrat gab keine KiweiBreaktion. Es wurde nun au 
einen Gehalt von 5°/, Schwefelsiure gebracht und so lange 
ausgeiithert, bis keine Essigsiure mehr im Ather vorhanden 
war. Jetzt erfolgte eine Fallung mit 20°/, Phosphorwolfram- 
siiure, nachdem mittels Kjeldahl festgestellt war, daB 12 ¢ 
Stickstoff in der Fliissigkeit vorhanden waren. Der Phosphor- 
wolframsiureniederschlag wurde nach 48stiindigem Stehen in 
der Kialte abfiltriert und chlorfrei gewaschen, die Fallung 
mittels Bariumhydroxyd zersetzt und das iiberschiissige Barium 
durch Kohlensiiure entfernt. Der Basensirup wurde dann nach 
dem bekannten Kutscher-Kosselschen Verfahren weiter aut- 
gearbeitet. 

In die Fallung waren ungefahr 11 g Stickstoff gegangen. 

Bei kongosaurer Salpetersiurereaktion wurde die Purin- 
basenfraktion durch 20°/, Silbernitratlésung abgetrennt. 


Purinbasenfraktion. 
In der Purinbasenfraktion fanden sich 0,102 g Stickstofi. 
Es war nicht méglich, aus dieser Fraktion einen einheitlichen 
Kérper darzustellen. Die qualitativen Proben auf Harn- 
siiure waren negativ. 





Histidinfraktion. 


Zum Filtrat der i. Fraktion wurde nochmals geniigen( 
Silbernitrat zugesetzt und dann so lange Baryt hinzugefiigt, bis 
eben noch eine Fallung der Fliissigkeit gegen ammoniakalische 
Nilberhydroxydlésung erfolgte, dann die Fallung abgenutscht, 
das Silber entfernt und iiber eine Phosphorwolframsiurefillung 
ein Basensirup dargestellt. In diesem fanden sich 6,104 g 
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Stickstoff. Die Lésung wurde mit alkoholischer Sublimat- 
lisung gefallt. 
In dem Filtrat fand sich nur 0,0107 g Stickstoff, es wurde 


als aussichtslos zur Darstellung von krystallinischen Substanzen 


nach einigen orientierenden Versuchen verworfen. Die Pauli- 
sche Diazoreaktion war nur schwach vorhanden, die Kreatinin- 
reaktion negatiy, 

Die Fallung wurde durch Einleiten von Schwefelwasser- 
stoff von Quecksilber befreit, aus der Chloridlésung iiber eine 
Phosphorwolframsiurefillung eine kohlensaure Basenlésung 
dargestellt. Dieser Sirup gab die Paulische Diazoreaktion 
sehr intensiv. Sie wurde nun mit alkoholischer Pikrinsdure 
sefallt, von der Fiallung abfiltriert, die Pikrinsiiure aus beiden 
durch Ausithern entfernt. Beide so erhaltenen Fraktionen 
caben mit Pikrolonséiure eine gute Fiallung. In beiden war 
die Paulische Diazoreaktion stark positiv, die Biuretreaktion 
konnte nur im Filtrat erhalten werden. 

In der eigentlichen Pikrinsiurefaillung gab es auch bei 
Zusatz von Goldchlorid eine Fallung, doch war es nicht még- 
lich, ein krystallinisches Produkt zu erhalten. Das urspriing- 
liche Filtrat wurde nach entsprechender Berechnung mit alko- 
holischer Pikrolonsiure gefallt und die Fallung aus heibem 
Wasser verschiedentlich umkrystallisiert. Die Krystallisation 
erfolgt in feinen Nadeln. Der Schmelzpunkt blieb schlieBlich 
bei 220° konstant. Das Pikrolonat wurde jetzt im Pregl- 
exsiccator bei 125° getrocknet. Die Mikrostickstoffbestimmung 
nach Dumas-Pregl ergab folgende Werte: 

2,665 mg Substanz bei 737 mm B + 21°? = 0,548 ccm Stickstoff, 
vefunden 23,15°/, Stickstoff. 

2,255 mg Substanz bei 762 mm B + 16°¢ = 0,441 eem Stickstoff, 
gefunden 28,18°/, Stickstoff. 

Ber. fiir C,H,N,O.C,)H,N,O; Stickstoff 23,44°/,. 
Histidinpikrolonat 


Auch das Pikrolonat ergab die Paulische Diazoreaktion, 
Knopsche Reaktion ebenfalls positiv. Fallung mit Hopkin- 
schem Reagenz. 

Um ganz sicher zu sein, stellte ich noch aus dem reinen 
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Pikrolonat das Histidinchlorid dar, welches in den bekanntey 
feinen Nadeln krystallisierte. Es schmolz bei 225° und zep- 
setzte sich bei 231—236°, wie fiir Histidinchlorid angegebe: 

Aus den ersten beiden Mutterlaugen des Histidinpikrolo- 
nates gelang es, noch ein anderes Pikrolonat abzuscheideu, 
das sich in der Art seiner Krystallisation und dem Ausselher 
der Krystalle deutlich von dem des Histidin unterschied. [Die 
Stickstoffbestimmung nach Dumas ergab: 

2,980 mg Substanz + BT747 + ¢= 14° 0,56 cem Stickstotf, ge 
21,979/, N. 

Imidazolessigsiure ergibt 21,55°/, N. 

Kinen einwandfreien Beweis, daB es sich tatsiichlich um 
Imidazolessigsiure handelte, konnte ich leider wegen der ge- 
ringen Ausbeute nicht erbringen. 

Falls Histamin vorhanden war, mubBte es in der urspriing- 
lichen Pikrinsiurefillung sein. Da, wie eingangs erwiilnt, 
eine Krystallisation als Goldchlorid nicht gelang, versuclite 
ich, ob die Substanz beim Hinzufiigen zu einem Meerschwein- 
chenuterus diesen in tetanische Kontraktion versetzte. Es trai 
eine deutliche Kinwirkung in diesem Sinne zwar auf, doch wa: 
die erhaltene Kurve nicht durchaus einwandfrei. Da man nicht 
wissen kann, ob nicht auch andere Histidinabbauprodukte eine 
ihnliche Wirkung verursachen, halte ich mich berechtigt, dic 
Annahme zu machen, da Histamin tatsaichlich vorhanden war. 


Argininfraktion. 

Zu dem urspriinglichen Histidinsilberfiltrat wurde so lange 
Bariumhydroxyd zugefiigt, bis keine Fallung mehr erfolgte. 
In der jetzigen Fallung (Argininfraktion) waren 0,142 g Stick- 
stoff vorhanden. Die daraus hergestellte Kohlensiiurebaseu- 
lésung ergab keine Kreatininreaktion. Mit Gold, Piatin, 
Pikrinsiure, Pikrolonsiure, Naphtholsulfosiiure waren Fillungen 
méglich, doch gelang es auf keine Weise, ein chemisch reines 
Produkt zu erhalten. 


Lysinfraktion. 


Das Filtrat der Argininfillung wurde durch geniigend 
Salzsiure vom Silber bejreit, dann mit Phosphorwolframsiure 
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gefillt, nachdem auch das_ iiberschiissige Barium mittels 
Schwefelsiure beseitigt war. Die Fallung wurde so lange mit 
einem Gemisch von eiskalter Phosphorwolframschwefelsiure- 
lisang gewaschen, bis im Filtrat weder Salpetersiure noch 
Salzsiure nachweisbar waren. Die Fallung wurde nun ebenfalls 
in die Basenlésung iiberfiihrt. Es fand sich in dieser 2,9 g 
Stickstoff. 

Die Lysinfraktion wurde nun dadurch weiter zu trennen 
versucht, daB ich ihr Verhalten gegeniiber absol. Alkohol be- 
nutzte, in dem nur ein Teil léslich war. 

Die lésliche Fraktion sei in Zukunft als Lysin «, die un- 
lisliche als Lysin § bezeichnet. 


Lysin «. 


In Lysin @ fanden sich 2,04 g Stickstoff. Diese Fraktion 
wurde mit alkoholischer Sublimatlésung gefallt. Nach dem Ent- 
fernen des Quecksilbers zeigte die eigentliche Fallung Neigung zu 
Krystallisation bei Zugabe von 30°/, Goldchlorid. Es wurde 
daraufhin mit Gold gefallt, bevor ich aber zu einem reinen Gold- 
salz kam, muBte ich nochmals die Carbonatlésung darstellen, eine 
Pikrinsiurefallung zwischenschalten, erst dann gelang es nach 
neuerlichem Goldzusatz zu der wieder dargestellten Chlorid- 
lésung ein in feinen Nadeln krystallisierendes Goldsalz zu er- 
halten. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren blieb der Gold- 
wert und der Schmelzpunkt konstant. Schmelzpunkt war 207°. 


5,942 mg Substanz gaben 2,562 mg Au, berechnet 43,11°/, Au. 


11,045 mg i - 4,745 mg Au, - 42,98°/, Au. 
11,437 mg ¥ a 4,930 mg Au, " 43,09°/, Au. 
0,0874 g¢ es rm 0,0271 g H,O und 0,0481 g CO,. 


Gefunden 3,47°/, H und 15,01°/, C. 
0,0920 g Substanz gaben 0,0304 g H,O und 0,0522 g COQ,. 
Gefunden 3,70°/, H und 15,48°/, C. 


17,59 mg Substanz B. 763mm, T. 14° = 0,4606 em Stickstoff, be- 
rechnet N = 3,12°/,. 


Neosingoldchlorid verlangt 43,13°/, Au, 3,07°/, N, 15,75°/, C, 3,53°/, H. 


C.H,,NOCIAuCl,. Der Schmelzpunkt ist angegeben bei 205° (vgl. 
Literatur unter 13 und 14). 
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Schon bei der Goldbestimmung war der starke Geruc! 
nach Heringslake aufgefallen. Um das Trimethylamin 1) 
identifizieren, unterwarf ich reines Chloraurat der trockeney 
Destillation. Das Destillat wurde in Salzsiiure aufgefangen, 
Nach Einengen der salzsauren Liésung fillte ich mit Gold- 
chlorid. Ich erhielt so eine Krystallmasse, die nach mehr- 
fachem Umkrystallisieren in schénen Nadeln krystallisierte und 
einen konstanten Schmelzpunkt von 225° zeigte. 

17,29 mg Substanz, B. 763 mm, 14° C gaben 0,524 mm Stickstott. 
Gefunden N = 3,619°/,. 

12,34 mg Substanz gaben 6,105 mg Au. Gefunden 49,47°, Au. 

Trimethylamin gibt 49,41°/, Au, 3,52°/, N, Schmelzp. 223—226°. 

N(CH,),HClAuCl,. 

Das Filtrat der Sublimatlésung von Lysin « ergab ev 
krystallisierendes, iiuBberst hygroskopisches Chlorid, bei Gold- 
zusatz ein sehr leicht lésliches Salz, mit Platinchlorid selr 
schlechte Fiillung. Es gelang bisher nicht, diese Substanz so zu 
verarbeiten, daf es méglich wire, aus den erhaltenen Analysen 
Schliisse auf das Molekiil und die Substanz zu ziehen. 


Lysin /. 

Auch diese Fraktion fillte ich zuerst mit Sublimat, aus 
der Fallung wurde nach Entfernen des Quecksilbers und naci 
Zwischenschaltung einer Pikrinsiiurefillung ein Chlorid ge- 
wonnen, das mit Goldchlorid eine sehr schéne krystallinische 
Fallung gab. 

2,987 mg lufttrockener Substanz gaben 1,467 mg Au. Gefunden 
49,11°/, Au. 

2,505 mg bei 120° getrocknet gaben 1,285 mg Au. Gefnnden 
51,30°/, Au. 

Schmelzpunkt des bei 120° getrockueten Salzes ist 210°. 

18,27 mg bei 120° getrockneter Substanz B. 763 mm, T. 14° 
0,574mm N. Berechnet 3,752°/, N. 

Tetradimethylendiamin (Putrescin) gaben 51,34°/, Au, 3,65°/, . 
Schmelzp. 210°. 

C,H,.N,HC12AuCl,, krystallwasserfrei, gaben 51,34°/, Au. 

C,H,,N,2 HAuCl, + 2H,O krystallwasserhaltiges gaben, 49,04°,, Au 

Ich halte mich danach berechtigt, anzunehmen, daB es 
sich um Putreseinchloraurat handelt. 
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Auch in dem Pikrinsiurefiltat gelang es, eine krystallini- 
sche Substanz zu erhalten, doch reichte die Menge zur Ele- 
mentaranalyse nicht aus und aus dem Goldwert und dem 
Schmelzpunkt allein war es nicht méglich, bindende Schliisse 
zu ziehen. 

Die eigentliche Aminosiurefraktion versuchte ich nach 
dem Verfahren von Neuberg-Kerb aufzuarbeiten. Tyrosin 
war sicher nicht vorhanden. Eine einwandfreie Trennung der 
verschiedenen Aminosiiuren waren bisher unméglich. 

Ks war mir also méglich, aus dem Sputum eines 
Brochektatikers Histidin, Neosin, Putresein einwandfrei darzu- 
stellen. Sehr interessant war, daB auBer Histidin auch sicher- 
lich noch andere imidazolhaltige Substanzen vorhanden waren. 
Ks gelang ja leider nicht, auBer dem Histidin diese anderen 
Substanzen zu identifizieren. Die Méglichkeit, da’ Histamin 
vorhanden war, besteht, sowie auch eine gewisse Wahrschein- 
lichkeit, daB Imidazolessigsiiure vorhanden war. 

Harkawy?°) hat festgestellt, daB der Alkoholextrakt des 
des Sputums (er muBte also in diesem die Kiweibabbau- 
produkte haben) in 8 Fallen von Bronchialasthma Substanzen 
enthielt, die Katzendarm zur spastischen Kontraktion brachten. 
Man kann daher bei der Entstehung des Bronchialasthma auch 
daran denken, da vielleicht Histamin, mit dem man ja be- 
kanntlich asthmaiihnliche Zustande hervorrufen kann, ent- 
standen ist. Uber das Vorhandensein imidazolhaltiger Sub- 
stanzen in allen méglichen Sputen gibt die Dissertations- 
arbeit von Frl. Agnes Kubasch Auskunft. Die Versuche, 
aus den Sputa asthmakranker Patienten Bakterien zu ziichten 
und diese auf histidinhaltigem Nahrboden wachsen zu lassen, 
um zu sehen, ob diese imstande sind, Histamin zu_bilden, 
scheiterten bislang an der Schwierigkeit, Reinkulturen darzu- 
stellen. 

Da8B Putresein aus Ornithin durch Bakterien entstehen 
kann, wissen wir aus den Untersuchungen von A. Ellinger.?}) 
Spiitere Arbeiten von D. Ackermann?’) ergaben dann, da’ 
im KiweiBhydrolysat, welches kein Arginin und somit auch 
kein Ornithin enthielt, bei Impfung mit Bakterien kein Putresei 
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auttrat, dab aber dieses sofort gebildet wurde, wenn zur Bak- 
terienkultur ein argininhaltiger KiweiBkérper, wie z. B. das 
Gliadin, zugesetzt wurde. Man kann nach dem annehmen, 
daB das Putresein in meinem Untersuchungsmaterial aus dem 
Arginin event. tiber den Weg des Ornithin entstanden ist. 

Neosin wurde zuerst von Kutscher?’) aus Liebigschen 
Fleischextrakt dargestellt. Seine Schiiler Ackermann und 
Engelhard") fanden es ferner im Krabbenfleisch und mensch- 
lichen Muskeln. Sie nehmen an, daB es sich um ein Homolog 
des Scholin handelt. Uber eine biologische Wirksamkeit 
scheint bislang nichts bekannt zu sein. 
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Trennung der Oxydoredukase vom Zymasekomplex. I. 
Von 


A. Lebedew. 


Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der I. Moskauer Universitat.) 


Der Redaktion zugegangen am 9. Mai 1926.) 


Ks ist bis heute noch nicht festgestellt, ob die Hefe wirk- 
lich eine Oxydoredukase enthalt und ob diese am Girungs- 
prozesse teilnimmt. Von vielen Autoren wird nicht nur die 
Teilnahme der Oxydoredukase am GirungsprozeB, sondern sogar 
die Existenz eines solchen Enzyms in der Hefe geleugnet.') 
Da die Oxydoredukase in meinem Girungsschema?’) eine wich- 
tige Rolle spielt, so habe ich meine Aufmerksamkeit auf dieses 
Enzym gelenkt. 

Beim Studium der reduzierenden Eigenschaften der Hete 
habe ich bemerkt, dab der bis 60—65° erwarmte Hete- 
mazerationssaft, also beim Optimum der Oxydoredukasewirkung, 
wobei er vollstindig koaguliert wird, Methylenblau kraftig ent- 
tirbt; dasselbe bewirkt aber auch sein Filtrat, obwohl es 
keine Wirkung auf den Zucker ausiibt.%) 


‘) Hefter, Arch. fiir exp. Path., Festsechr., S$. 353 (1908); Stange, 
4s. fiir Girungsphys. Bd. 5, S. 131, 149 (1915); Kumagava, Biochem. 
Zs. Bd. 121, S. 150 (1921); Haase, Biochem. Zs. Bd. 98, S. 159 (1919); 
Oparina, Jl. fiir landw. Wissensch. (russisch) Bd. 2, S. 138 (1925). 

?) Chem. Ber. Bd. 45, S. 3270 (1912); Bull. Soc. chim. France [4] Bd. 
1i—12, S. 1040 (1912); Chem. Ber. Bd. 47, 8S. 667 (1914); Diese Zs. Bd. 132, 
S. 288 (1924). 

*) Eine Notiz dariiber wurde von mir der Redaktion der ,,Mit- 
teilungen iiber wissenschaftliche Arbeiten in der Republik* noch im 
Juni 1925 eingereicht und am 12. September verdffentlicht (Lief. 20. Ver- 
handlungen des Mendelejewschen Kongresses iiber reine und an- 
gewandte Chemie. Petrograd 1925. Russisch). 
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Da nun das Filtrat, ebenso wie der Mazerationssaft selbs: 
die oxydationsfaihigen Stofte, die die Entfairbung des Methyie.. 
blau durch Oxydoredukase erméglichen, enthilt, so habe ici, 
versucht, das Enzym von diesen Stoffen mit Aceton und 
Ammoniumsulfat zu trennen. Am besten gelingt das mit dem 
zweiten Reagens!) Die Lésung der Ammoniumsulfatfilluny 
iibte in An- und Abwesenheit von Acetaldehyd keine Wirkung 
aus, beim Zusatz aber von frisch bereitetem Kochsaft, der aut 
Methylenblau an und fiir sich wirkungslos war, fand kriftige 
Entfairbung statt. Es war klar, daB der Kochsaft, auBer den 
oxydablen Stoffen, noch ein Koferment der Oxydoredukase ent- 
hilt, woraufich schon im Jahre 1912?) hingewiesen habe und 
was spiiter von Harden und Norris*), Meyerhof*), Eule: 
und Nilson) bestitigt wurde. 

Ich bin nunmehr mit Versuchen beschiftigt, um das iso- 
lierte Enzym weiter zu konzentrieren und nach der Adsorptions- 
methode zu reinigen, ebenso wie das Koferment von den oxy- 
dablen Stoffen zu trennen. Es mag vorliufig dahingestell' 
bleiben, ob das Koferment der Oxydoredukase mit dem 
Koenzym der Zymase identisch ist. 

Das Filtrat des auf 60—65° erwirmten Mazerationssattes 
enthalt auch Carboxylase®), aber nach meinen noch nicht ab- 
geschlossenen Versuchen gelang es nicht auch Glycerinsiure 
in Garung zu versetzen. Ob das Filtrat und Ammoniumsulfat- 
fillung andere Enzyme, wie Endotryptase, Katalase usw. ent- 
hilt, werden weitere Versuche zeigen. 





') Kine kurze diesbeziigliche Mitteilung wurde von mir auf dem 
botanischen Kongresse zu Moskau am 23. Januar dieses Jahres gemaclit. 

*) Chem. Ber. Bd. 45, S. 3267 (1912). 

°) Biochem. Jl. Bd. 8, 8.100 (1914); Bd. 9, S. 330 (1915). 

*) Arch. ges. Physiol. Bd. 170 (1918). 

5) Diese Zs. Bd. 149, S. 44 (1925); Bd. 151, S. 155 (1926), 

°) Neuberg u. Rosenfeld haben gezeigt, daB der bis 50—5! 
erwirmte und nachdem abfiltrierte Hefemazerationssaft noch Breuz- 
traubensiiure, aber kein Traubenzucker mehr vergiirt [Biochem. Zs. Bd. 5! 
(1912); Bd. 61 (1914). 
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Trennung der Oxydoredukase vom Zymasekomplex. LI. 


Experimentelles. 


Ich moéchte hier von den zahlreichen Versuchen, die zur 
Isolierung der Oxydoredukase fiihrten, einige anfiihren. Der 
ausftihrlichere Bericht wird spiter erscheinen. 

Versuch 1. 100 g Hefe wurden mit 300 ¢ Wasser 
12 Stunden lang bei Zimmertemperatur mazeriert und durch 
4 Faltenfilter filtriert. Von dem gemischten Filtrat wurden 
50 ccm in einem Becherglase, das in ein gréBeres mit Wasser 
von 75° gefiilltes Becherglas eingehiingt war, bis 66° erwiirmt, 
mit Leitungswasser abgekiihlt und filtriert. 25 ccm Filtrat 
wurden mit 21'/, Vol. gesittigter Ammoniumsulfatlisung ge- 
fillt und auf der Nutsche abfiltriert. Der Riickstand wurde 
mit derselben Ammoniumsulfatlésung, zu welcher auf 21/, Vol. 
noch 1 Vol. Wasser zugefiigt wurde, gut ausgewaschen und in 
10 com Wasser gelést. 

50 ccm Mazerationssaft wurden bei 95° in siedendem 
Wasserbade koaguliert, abfiltriert, das Filtrat wurde auf dem 
Drahtnetz ausgekocht und wieder abfiltriert. Das Filtrat 
stellte also den ,,Kechsaft« dar. 

Zehn kleine Reagenzgliiser von engem Durchmesser wurden 
in folgender Weise gefiillt: 

Zahl der Tropten 


Nr, leu. 2. #/, cem Enzymlésung + 4/,cem H,O . . 2. biau 
3. ,, 4. 3/, com is +14/, ecm Kochsatt . 12 Entfirbung 
5. 5, 6. '/, eem Kochsaft +'/,cem HO . . 2 biau 
os hae Be ‘ +4, ecm bis 66° er- 
wairmter Saft . ........ =. =. 7 =Entfirbung 
9. ,, 10. */, cem bis 66° erwiirmter Saft + '/,cemH,O 6 . 


Zu allen Proben wurden je 2 Tropfen n/,,,.-Methylenblau- 
lisung und 5 Tropfen Toluol zugesetzt, mit Gummistopfen zu- 
gestopft und im Thermostaten bei 60° stehen gelassen. Je 
nach der Entfiirbung setzte man tropfenweise weiterhin 
L/jo99-Methylenblaulésung zu. Die Dauer des Versuchs betrug 
*/, Stunden. Die letzte Spalte der oben angefiihrten Tabelle 
zeigt die Menge der in 51/, Stunden entfirbten Tropfen von 
Methylenblaulésung an. Unter der ,Enzymlisung“ ist die 
Lisung der Ammoniumsulfatfillung gemeint. 
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Versuch 2. Abnlich wie der Versuch 1. Die Dauey 


des Versuchs 12 Stunden bei 60°. 
Zahl von Tropfen 


2. 1, ecm Enzymlésung + '/, ecm Kochsaft 15 Entfarbung 
3. » 4 UW, com ‘. +1#/,cem H,O .. 2 bliau 
5. ,, 6. 2/, eem Kochsaft +1/,cem H,O .. 2 - 

8. */,eem Enzymlésung gekocht + '/, ecm 
a ee ss 


Versuch 3. Ahnlich den Versuchen 1 und 2, nur wurde 
als Zusatz auch Phosphatpufferlésung, die 5,933 g sek. Natrium- 
phosphat nach Sérensen + 4,539 g prim. Kaliumphosphat in 
100 ccm Wasser enthielt, also n/3 war, angewandt. 

Zahl von Tropfen 


Nr. 1. u. 2. 7/, cem Enzymlésung + 7/, eem Kochsaft 
+ /,cem Pufferldsung . . . .. . =. 8 Entfirbung 
» 3. 5, 4 7/, cem Enzymlésung + '/, cem Kochsaft 
+ com RO . ww ss sa - 
5. ,, 6. */, eem Kochsaft + %/, ccm an 
ee ae ; 
7. 5, 8. '/, eem Kochsaft + 1/, cem H, 0. _« +» + oe 


Dauer des Versuchs: 57 Minuten. 
Versuch 4. Der Mazerationssaft wurde bei 61° koa- 
guliert und das Filtrat mit Ammoniumsulfat, wie oben, gefiillt, 


filtriert und in Wasser geldst. 
Zahl von 'Tropfen 
Nr. 1. u. 2. 1/, eem Enzymlésung + '/,cem H,O  .  1-n/yoo9 blau 
9 ae ay & 4) ee - + 1/,cem Kochsaft 2-n/,., Entfiirbung 


» 5. y 6. 7/oeem Kochsaft +'4/,cemH,O . 1-n/,o9) blau 
Dauer des Versuchs: 9 Stunden. 


Nachdem zu den Proben 3 und 4 je 1 Tropfen von 
roo Methylenblau zugesetzt war, blieben alle Reagenzgliiser 
fir eine Nacht im Thermostaten bei 45° stehen. Am folgen- 
den Tage waren die Proben 3 und 4 entfarbt, alle tibrigen 
bheben blau. 
Versuch 5. Der Mazerationssaft wurde bei 63° koa- 
guliert und dann abfiltriert. 


Tropfenzahl 
Nr. 1. u. 2. leem Filtrat + 1cem HO. . . . . « « Msg 
3. ,, 4. Lleem  ,, + 7/, ecm Pufferlésung 
oe. . | a a a 
Dauer des Versuchs: 7'/, Stunden bei 60° 
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Nachdem zu allen Reagenzglisern je 1 Tropfen n/,,,.-Me- 
thylenblaulésung zugesetzt war, blicben die Proben eine Nacht 
im Thermostaten bei 45° stehen. Am folgenden Tage ent- 
fiirbten sich alle Proben. 

DaB der Hefekochsaft die oxydationsfiihigen Stoffe ent- 
hilt, kann man aus dem folgenden Versuche deutlich sehen: 

Tropfenzahl 
Nr. 1, a. 3, Deem Bochestti . . « «= « «+ « “3 Doth, Be 
, &~ & t-ocom mn + 0,1 cem Oxydo- 
redukaselésung - a li-n ,5, Entfirbung 
Dauer des Versuchs: 6 Stunden bei 60°. 

Die Oxydoredukaselésung wurde mir freundlichst von 
Zbarski und Michlin!), die sie nach eigener ausgezeichneten 
Methode aus Buttermilch dargestellt haben, zur Verfiigung 
cestellt. 

Der mehrere Tage bei Zimmertemperatur autolysierte 
Mazerationssaft lefert einen Kochsatt, der an und fiir sich 
schon die Entfarbung der Methylenblaulésung herbeizufiihren 
imstande ist. 

Versuch. 
Dauer ‘Tropfenzahl 
Xr. 1. u. 2. 1 eem 6 Tage autolysierter Saft 80 Min. 5-1/ 100 
3. 5 @ Peom¢é ,, " Kochsaft 80 ,, 4-n/ 159 

Der autolysierte Mazerationssaft enthalt ziemlich viel 
Purinkérper, wie Xanthin und Hypoxanthin, die, als geeignete 
H-Donatoren, die Wirkung der Oxydoredukase bedeutend 
steigern; auBerdem enthilt er Glutathion, woriiber von mir 
bald ausfiihrlicher berichtet wird.’) 

Ich behalte mir vor, diese Arbeit fortzusetzen. 


Anhang bei der Korrektur. In der Abhandlung, die 
neuerlich an dieser Stelle erschienen ist (Bd. 154, S. 318) und 





') Biochem, Zs. Bd. 155, 8S. 485 (1925). 

*) Diese Versuche wurden von mir auf dem Mendelewschen 
KongreB (1925) kurz vorgetragen und sollen auch in deutscher Sprache 
verdttentlicht werden. 
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die die Co-Zymasefrage beriihrt, anerkennen die Autoren, dati 
sie zusammen mit Euler nach demselben Thema, wie ich, ge- 
arbeitet haben. Sie erkliaren es in eigentiimlicher Weise 
damit, daB sie eine angeblich verbesserte Methode angewandt 
haben, indessen sie sind doch zu demselben Schlusse ge- 
kommen, namlich, dab das Co-Enzym der Zymase ein ,,stéchio- 
metrisch wirkender, spezifischer Aktivator“ ist. Da meine 
Arbeit bedeutend friiher erschienen ist, so bleibt meine Prioritiit 
in dieser Frage bestehen. 














Richtigstellung zur Abhandlung von Hans Fischer und 

Hans Hilmer: ,,Koproporphyrin-Synthese durch Hefe und 

ihre Beeinflussung und der,,Bemerkunge™ von Hans Fischer. 
Von 


0. Schumm, 


I, 
(Der Redaktion zugegangen am 29, April 1926.) 


In obiger Abhandlung berichtet Hans Fischer mit Hans 
Hilmer, ich habe Pyridinextrakte von Hefe in Porphyrin ver- 
wandelt und erkliirt, ,,dieser Versuch ist jedoch nicht beweiskriftig, 
weil der Nachweis fehlt, da der Pyridinextrakt nicht von vornherein 
Porphyrin enthalten hat‘. Ich erwidere: 

1. H. Fischers und H. Hilmers Angabe, dai ich Pyridin- 
extrakte von Hefe in Porphyrin verwandelt habe, ist durchaus irr- 
timlich; die ihr folgenden Erérterungen auf S. 169 obiger Abhandlung 
sind deshalb vollkommen bedeutungslos. Ich erhebe den schiirfsten 
Kinspruch dagegen, dab H. Fischer wieder einmal einen Teil meiner 
Arbeitsergebnisse durch eine unrichtige Angabe schmiilert. 

Zur Abscheidung der fiir die weitere Verarbeitung erforderlichen 
gréBeren Mengen Pflanzen-Porphyratins hiitte ich die Pyridinmethode 
nicht benutzen kénnen, weil sich das Porphyratin in der Pyridinlésung 
viel zu schnell zersetzt. Aus demselben Grunde konnte ich die an- 
genaihert quantitative Bestimmung des Cytochrom—Porphyratingehalts 
der Hefe unter Benutzung von Pyridin nur dadurech erreichen, daB ich 
die ganze Untersuchung mit gréBter Schnelligkeit durchfihrte. Die 
Zersetalichkeit des Hefeporphyratins in der rohen Pyridinlésung ist 
iibrigens nicht, wie H. Fischer zu glauben scheint, von ihm, sondern 
von Anson und Mirsky entdeckt, durch Abbildungen der zugehérigen 
Spektra erliutert und auf S. 167 ihrer Abhandlung beschrieben worden. 

2. Nach meiner Eisessig-Chloroformmethode dargestelltes Cyto- 
chrom-Porphyratin, das nach der vorgenommenen Reinigung kein freies 
Porphyrin beigemengt enthielt, ist von mir in vielen Versuchen groBen 
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Umfangs in Porphyrin verwandelt worden. 4H. Fischers und 
H. Hilmers Betrachtungen sind also auch aus dem Grunde hinfiillig, 
weil die ganze Frage durch meine Untersuchungen bereits eindeutig 
entschieden ist: jeder Fachgenosse kann sich davon iiberzeugen, dal 
eine nach meinem Verfahren aus Hefe oder Hafer hergestellte, ce. 
reinigte Porphyratin—Eisessiglésung ein Hiimatin-Spektrum gibt, und 
daB dieses, wenn man auf die Porphyratin-Eisessiglésung Hydrazin- 
hydrat einwirken lai8t, ganz allmihlich in ein Porphyrinspektrum 
iibergeht. 
Il. 
(Der Redaktion zugegangen am 18, Mai 1926.) 

In seiner ,, Bemerkung zu den Richtigstellungen Schumm s“ (Diese 7s. 
Bd. 155, 8. 96) versucht Fischer sich gegen meine Vorwiirfe zu_ver- 
teidigen durch Angaben, welche durchaus der Berichtigung bediirfen. 

1. Er wirft mir vor, ich habe iiber eine friihere falsche Aussage 
H. Fischers eine neue ,,Berichtigung“ verdffentlicht. In Wahrheit 
habe ich nichts anders getan als in einer neuen, zusammenfassenden 
Abhandlung tiber hiesige Forschungsergebnisse die Lehre yom 
Himatoporphyrin des Harns in ihrer geschichtlichen Entwicklung be- 
sprochen, wobei selbstverstiindlich auch H. Fischers Ansicht nebst 
seiner fehlerhaften Deutung von Garrods Zahlen erwihnt werden mubBte. 

2. H. Fischer behauptet, mein Vorwurf, er habe Mae Munus 
Zahlen falsch gedeutet, sei unberechtigt und sucht dieses durch An- 
fiihrung eines spiiteren Ausspruchs von sich zu beweisen. Hier liegt 
die Unrichtigkeit darin, daB H. Fischer den Wortlaut seines ersten 
Ausspruchs, gegen den sich meine Kritik gerichtet hat, vorenthilt. 

3. Meinen Vorwurf, daB H. Fischer meinen Hiimatinbefund im 
Serum Petrys ohne jeden sachlichen Grund verdichtigt hat, halte ich 
aufrecht. Durch die von Herrn Fischer im ersten Satz seiner ,,Be- 
merkunge“ beliebte Redewendung liBt sich der yon mir erhobene Vor- 
wurf nicht im geringsten entkriften. 

4. H. Fischers Ausspruch: ,,Alle Vorwiirfe Schumms sind also 
zum zweiten Mal erhoben, obwohl sie von mir bereits restlos widerlegt 
waren. Neue Momente hat Schumm nicht angefiihrt“ ist falsch. Mit 
dem SchluBsatz: ,Herr Schumm besitzt kein Recht mehr auf eine Er- 
widerung“ spricht Herr Fischer nicht mir, sondern sich das Urteil. 

Auf weitere Auseinandersetzungen mit Herrn Prof. Fischer kann 
ich mich wegen seiner wiederholten, buchstiiblich und dem Sinn nach 
falschen Angaben iiber hiesige Arbeitsergebnisse, deren Anerkennung 
ihn Uberwindung zu kosten scheint, vorderhand nicht einlasgen. 





